UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Escola de Veterinaria

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal

Maria Paula Rajéo Costa Coelho

Avaliacdo da seguranca do uso de extrato de Cannabis em
monoterapia e em associacao ao fenobarbital em cées saudaveis e
relato de seu emprego como terapia adjuvante ao fenobarbital em

caes epilépticos

Belo Horizonte
2021



Maria Paula Rajéo Costa Coelho

Avaliacdo da seguranca do uso de extrato de Cannabis em
monoterapia e em associacao ao fenobarbital em cées saudaveis e
relato de seu emprego como terapia adjuvante ao fenobarbital em

caes epilépticos

Versdo final

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial a obtencao do titulo de Doutor em
Ciéncia Animal.

Orientadora: Profa. Dra. Eliane Goncalves de Melo
Co-Orientadores: Profa. Fabiola de Oliveira Paes Leme,
Prof. Fabricio de Aradjo Moreira, Profa. Marilia Martins
Melo

Belo Horizonte
2021



Coelho, Maria Paula Rajao Costa 1990 -

C672a Avaliagio da seguranga do uso de extrato de Cannabis em monoterapia ¢ em associagdo ao
fenobarbital em ciies saudaveis e relato de seu emprego como terapia adjuvante ao fenobarbital em
cies epilepticos/ Maria Paula Rajdo Costa Coclho. - 2021,

170 £

Orientadora: Eliane Gongalves de Melo

Coorientadores: Fabiola de Oliveira Paes Leme
Fabricio de Aratijo Moreira
Marilia Martins Melo

Tese (Doutorado) apresentado 4 Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito para obtengdo do grau de Doutor em Ciéncia Animal.

1. Céo - Teses — 2. Doencas — Tratamento - Teses - 3. Epilepsias — Teses — 4. Ciéncia animal-
Teses - 1. Melo, Eliane Gongalves de — [I1. Leme, Fabiola de Oliveira Paes — III. Moreira, Fabricio
de Aradjo — I'V. Melo, Marilia Martins — V. Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria — V1. Titulo.

CDD - 636.708 96

Bibliotecaria responsavel Cristiane Patricia Gomes — CRB2569




SEVUFMG - 0806862 - Folha de Aprovagdo https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&aca...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

FOLHA DE APROVAGAO

MARIA PAULA RAJAO COSTA COELHO

Tese submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduagdo em
CIENCIA ANIMAL, como requisito para obtengdo do grau de DOUTOR em CIENCIA ANIMAL, drea de
concentragdo em Medicina e Cirurgia Veterinarias.

Aprovada em 30 de junho de 2021, pela banca constituida pelos membros:

Dr.(a). Eliane Gongalves de Melo
Presidente — Orientador(a)

Dr.(a). Igor Dimitri Gama Duarte
Dr.(a). Rubens Anténio Carneiro
Dr.(a). Vitor Marcio Ribeiro

Dr.(a). Erik Amazonas de Almeida

eil Documento assinado eletronicamente por Eliane Goncalves de Melo, Diretor(a) de orgdo
‘%’mu"‘ @ complementar, em 30/06/2021, as 19:11, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no
eletrénica art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

———
eil Documento assinado eletronicamente por Erik Amazonas de Almeida, Usudrio Externo, em
émm"a @ 01/07/2021, as 14:46, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
eletrdnica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

e — -
eil Documento assinado eletronicamente por Rubens Antonio Carneiro, Professor do Magistério
aémm’: @ Superior, em 01/07/2021, as 17:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
eletrdnica do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eil Documento assinado eletronicamente por Igor Dimitri Gama Duarte, Membro de comiss&o, em
é‘mm'l @ 01/07/2021, as 18:17, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2
eletrénica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eil Documento assinado eletronicamente por Vitor Marcio Ribeiro, Usudrio Externo, em 01/07/2021, as
a%mm': @ 19:35, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n® 10.543, de 13
eletrénica de novembro de 2020.

1of2 13/08/2021 12:06



SEVUFMG - 0206862 - Folha de Aprovagio kittps/ sl ufmg. briset'controlador. php?acao=~documento visualcar&aca..,

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no site hitps:/ el ufmg. br
s [seifcontrolador_externo.phpfacao=documente_conferir&id_orgac_acesso_externo=0, informando o
= codigo verificador 0806862 & o codigo CRC 9D0FAFSE.

Referdncla: Processo n® 23072 F04824/2021.41 SEI n® QADESEZ

Criado por kkb, versio 2 por kkb em 28/06/2021 14:46:51.



Ao meu amado filho José Henrique e & minha inesquecivel cadelinha Lala.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela salde e capacitacdo para a realizacdo deste doutorado e por ter
colocado no meu caminho tantas pessoas dispostas a ajudar. Aqui mencionarei algumas,
mas seria impossivel citar todas.

Agradeco a meus pais Paulo e Fatima e a minha irma Maria Silvia por sempre acreditarem
na minha capacidade, por me incentivarem a perseguir meus sonhos e por se orgulharem
tanto das minhas conquistas.

Agradeco ao meu esposo Bruno pela amizade e companheirismo inabalaveis mesmo que
fosse para acordar cedo em um domingo para limpar canis ou para transportar os caes por
centenas de quilémetros para suas novas casas. Estivemos e estaremos sempre juntos,
meu amor!

Agradeco ao meu filho José Henrique pela paciéncia com 0s meus compromissos
profissionais desde a barriga. Vocé é o projeto mais importante da vida do papai e da
mamae!

Agradeco aos meus sogros Helvécio e lvana por me acolherem t&o bem em sua casa e em
sua familia.

Agradeco a minha orientadora Professora Eliane Gongalves de Melo pela confianca,
compreensdo, amizade, incentivo e pelos inimeros ensinamentos no mestrado e
doutorado. Me orgulho muito de ter sido sua orientada!

Agradeco aos alunos de iniciacao cientifica Ana Luiza Ferreira Lima Mendanha, Bruna
Bistene Roque, Daniel da Silva Rodrigues, Fernanda Ferretti Santiago Calic e Flora
Hondorio Caporali de Freitas pela disponibilidade em contribuir no estudo.

De maneira especial, agradeco as alunas de iniciagdo cientifica Ana Luisa Mota Ribeiro
e Natalia Souza Ferreira por terem sido meu brago direito e feito muito mais do que se
espera de um aluno de iniciacdo cientifica; a colega de pos-graduacdo Andrine Cristiane
Soares de Souza por sua amizade e disponibilidade em ajudar mesmo com todos seus
compromissos familiares e profissionais; e a querida colega de pos-graduacdo Paula
Costa de Oliveira Pinto por toda a ajuda gratuita na realizagdo das andlises
cardiovasculares. Esse estudo ndo seria possivel sem a contribuicéo de vocés quatro! Sou
eternamente grata!

A co-orientadora Fabiola de Oliveira Paes Leme e a sua equipe de residentes e orientados

(especialmente Lucas Braga Costa dos Santos e Daniela Bastos de Souza Karam Rosa)



agradeco por toda a boa vontade em auxiliar no planejamento e realizacdo das anélises
clinicas e na interpretacdo dos resultados.

Agradeco ao co-orientador Fabricio de Araujo Moreira por ter contribuido com seu
conhecimento nessa area de estudo tdo nova.

A co-orientadora Marilia Martins Melo e a sua equipe de alunos de pés-graduacéo e
iniciacéo cientifica (especialmente Jéssica Oliveira Pereira da Cruz e Paula Bretas Ullman
Fernandes) agradeco pelo acolhimento e pela disponibilidade em contribuir com a
realizacdo das andlises clinicas.

Ao amigo Fernando Victor Martins Rubatino agradeco imensamente pela disponibilidade
em auxiliar novamente com a realizacao e interpretacdo das analises estatisticas.
Agradeco a Associacdo Abrace pela doacdo dos extratos de Cannabis utilizados e pela
realizacdo da analise de composicéo do lote. Aos funcionarios Gerfeson Alves de Oliveira
e Carlos Espinola agradeco pelo auxilio técnico cientifico prestado.

Agradeco a empresa Nestlé Purina pela doacao de parte da racéo utilizada.

Agradeco a Prefeitura de Brumadinho — MG e a servidora médica veterinaria Julia
Goulart Ferreira Pinto pela parceria para obtencdo dos cdes (que foram castrados e
posteriormente doados).

Agradeco a Universidade Federal de Minas Gerais por todo o conhecimento adquirido
nos 11 anos de graduacdo e pds-graduacdo. Para sempre terei muito orgulho de ter esse
nome no meu curriculo.

Agradeco a Escola de Veterinaria e ao Hospital Veterinario da UFMG por todo o
crescimento atingido durante os anos de atendimento de casos neuroldgicos. Agradego
ainda por terem disponibilizado sua estrutura para a realizacéo deste projeto.

Agradeco a CAPES pela bolsa de estudos concedida no mestrado e doutorado.
Agradeco aos 12 amigos de quatro patas, amados companheiros por meses no canil: Ane,
Anvisa, Casemiro, Drogavet, Elsa, Gibbs, Lulu, Mariana, Melo, Nadia, Platt e Rafa.
Agradeco ainda aos meus queridos pacientes Bartolomeu, Hector, Lola, Lupi, Pingo e
Sofia e a seus tutores Agata, Edilane, Rafaela, Cassio, Debora e Barbara pela confianga

para a utilizagdo desta nova terapia em seus animais.



RESUMO

Distarbios do sistema endocanabinoide (SEC) podem estar relacionados a ocorréncia de
doencas em diferentes espécies. As substancias derivadas da Cannabis atuam sobre o
SEC. Assim, postula-se que a utilizacdo desses compostos possa trazer beneficios no
tratamento de doencgas. As epilepsias sdo condicdo clinica prevalente em cdes. Parcela
significativa desses animais continua a apresentar crises epilépticas mesmo com a
utilizacdo dos tratamentos farmacoldgicos atualmente disponiveis. Na medicina humana
h& bom nivel de evidéncia cientifica da eficacia do uso de tratamentos com derivados de
Cannabis no controle de crises epilépticas em algumas epilepsias refratarias. Nos ultimos
anos, tém surgido estudos que avaliam a utilizagdo destes produtos em animais e relatos
anedoticos[1]icz1 da eficacia desses tratamentos na medicina veterinaria. Ainda assim,
atualmente as evidéncias de seguranca e propriedades terapéuticas dessas substancias em
caes ainda sdo escassas. Este estudo teve como objetivos avaliar, em cdes saudaveis, a
seguranca do emprego de extrato de Cannabis contendo os fitocanabinoides canabidiol
(CBD) e A%-tetrahidrocannabinol (THC) acompanhado ou n&o do fenobarbital (fase 1), e,
em cées epilépticos, analisar o efeito clinico da associacao deste composto ao fenobarbital
(fase 2). Na fase 1 foram utilizados 12 cées saudaveis mantidos em condicoes
experimentais, aleatoriamente divididos em trés grupos (n=4): G1 tratado exclusivamente
com extrato de Cannabis, G2 tratado com associacdo do extrato ao fenobarbital e G3
tratado com associacdo do fenobarbital a solucdo placebo. Na fase 2, foram utilizados seis
caes epilépticos acompanhados na rotina clinica do HV-UFMG, que estavam sendo
tratados com fenobarbital e ainda assim apresentavam no minimo uma crise epiléptica
por més. Foi utilizado delineamento simples-cego randomizado, e os animais foram
divididos em dois grupos: G4 tratado com extrato de Cannabis associado ao fenobarbital
previamente utilizado (n = 4) e G5 tratado com solucéao placebo associada ao fenobarbital
previamente utilizado (n=2). Os 18 animais foram tratados por 60 dias. Durante o periodo,
foram acompanhados quanto a frequéncia de crises epilépticas (fase 2) e ocorréncia de
possiveis efeitos colaterais aos tratamentos (fases 1 e 2). Além disso, foram realizadas
reavaliagdes clinicas e laboratoriais (exame fisico e neuroldgico, coleta de sangue para
realizacdo de hemograma, perfil bioquimico hepético e renal e mensuracdo serica do
fenobarbital, afericdo de presséo arterial sistolica — PAS, frequéncia cardiaca média —

FCM e realizacdo de eletrocardiograma - ECG) em trés tempos distintos: TO — antes do



inicio dos tratamentos, T1 — 30 dias apds inicio dos tratamentos e T2 - 60 dias apds inicio
dos tratamentos. A instituicdo das terapias experimentais ndo determinou alteragdes
significativas em exame fisico, neuroldgico, avaliacbes de funcdo cardiovascular,
bioquimica renal e mensuracdo sérica do fenobarbital. Excetuando-se G5, 0s quatro
demais grupos experimentais apresentaram alteragdo no numero de hemacias e/ou nos
indices hematimétricos (concentracdo de hemoglobina corpuscular média— CHCM - e/ou
hemoglobina corpuscular média - HCM) em algum momento do tratamento. Além disso,
0s animais tratados com associacao do fenobarbital ao 6leo de extrato de Cannabis (G2
e G4) apresentaram elevacdo na atividade sérica das enzimas fosfatase alcalina (FA) e
alanina aminostransferase (ALT). O tratamento com 6leo de extrato de Cannabis foi bem
tolerado, tendo sido registrados efeitos colaterais infrequentes e de pouca repercusséo
clinica, ndo tendo havido necessidade de descontinuacdo da terapia em nenhum animal.
Dois dos quatro cées epilépticos tratados com o extrato de Cannabis (G4) e nenhum dos
caes tratados com placebo (G5) apresentaram reducao na frequéncia de crises epilépticas
superior a 50% sendo, assim, considerados responsivos ao tratamento. Foi registrada
reducdo superior (33%) na frequéncia média de crises epilépticas mensais em G4 em
relacdo a G5 (9%). No entanto, tal reducdo ndo foi estatisticamente significativa (p >
0.05). A utilizagdo em cées de extrato de Cannabis em monoterapia ou associado ao
fenobarbital foi segura na dose e tempo de tratamento empregados, considerando-se as
variaveis acompanhadas neste estudo. Indica-se monitorizacdo frequente de hemograma
e bioquimica hepatica neste tipo de tratamento — o UGltimo especialmente quando
empregada a associacdo de derivados da Cannabis ao fenobarbital. A adicdo do éleo de
extrato de Cannabis a tratamentos antiepilépticos com farmacos convencionais pode
determinar ganho no controle de crises epilépticas em cées, podendo ser considerada

estratégia terapéutica adjuvante em epilepsias caninas refratarias.

Palavras-chave: fitocanabinoides, sistema endocanabinoide, CBD, THC, cdo,

antiepilépticos, toxicidade.



ABSTRACT

Endocannabinoid system dysfunctions may be related to the occurrence of pathologies in
different species. Cannabis-derived substances act on this system. Thus, it is postulated
that the use of these compounds can bring benefits in the treatment of diseases. Epilepsies
are prevalent clinical conditions in dogs. A significant portion of these animals continues
to present epileptic seizures even with the use of pharmacological treatments. There is a
good level of scientific evidence of the efficacy of treatments with Cannabis-based
medicines in controlling epileptic seizures in some refractory epilepsies in humans.
Recently, there have been studies that evaluate the use of Cannabis-derived products in
animals and anecdotal reports of the benefits of these treatments in veterinary medicine.
Even so, evidence of safety and therapeutic properties of these substances in dogs is
currently scarce. The objectives of this study were to evaluate the safety of using
Cannabis extract (containing the phytocannabinoids cannabidiol — CBD and 4°-
tetrahydrocannabinol) alone or combined with phenobarbital in healthy dogs (phase 1)
and the clinical effect of this association in the treatment of dogs with epilepsies (phase
2). In phase 1, 12 healthy dogs were kept under experimental conditions, randomly
divided into three groups (n = 4): G1 treated with Cannabis extract alone, G2 treated
with the extract combined with phenobarbital and G3 treated with the combination of
phenobarbital with placebo solution. In phase 2, were selected six epileptic dogs treated
at HV-UFMG who were already on phenobarbital and, even so, had at least one seizure
per month. In this randomized single-blind trial the dogs were divided into two groups:
G4 treated with Cannabis extract combined with previous phenobarbital (n = 4) and G5
treated with placebo solution combined with previous phenobarbital (n = 2). The 18
animals were treated for 60 days. During the period, they were monitored for seizures
frequency (phase 2) and for the occurrence of possible adverse effects (phases 1 and 2).
In addition, clinical reassessments (physical and neurological examination, blood
collection for hemogram, hepatic and renal biochemical profile and serum measurement
of phenobarbital, SBP, BPM and ECG measurement) were performed at three different
times: TO - before the start of treatments, T1 - 30 days after starting treatments and T2 -
60 days after starting treatments. The use of experimental therapies did not determine
significant changes in physical and neurological examination, assessments of
cardiovascular function, renal biochemistry and serum measurement of phenobarbital.

Except for G5, the four other experimental groups showed changes in hematological
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indexes (MCHC, CHC and / or RBC) at some point in the treatments. In addition, the
animals treated with the with Cannabis extract oil combined with phenobarbital (G2 and
G4) showed an increase in serum ALP and ALT activities. Treatment with Cannabis
extract oil was well tolerated, showing infrequent and mild adverse effects, no needing
withdraw. Two of the four dogs treated with Cannabis extract oil combined with
phenobarbital (G4) and none of the dogs treated with placebo combined with
phenobarbital (G5) showed a reduction in the frequency of mensal epileptic seizures
greater than 50%, being considered responders to treatment. G4 showed a greater
reduction (33%) in the average frequency of monthly epileptic seizures compared with
G5 (9%), wich, however, was not statistically significant (p > 0.05). These findings
indicate that the use of Cannabis extract alone or combined with phenobarbital is safe in
dogs. Frequent monitoring of blood count and liver profile is indicated - the latter
especially when Cannabis products are used along with phenobarbital. In addition, the
combination of Cannabis extract oil to conventional antiepileptic treatments as

phenobarbital may determine gains in the control of epileptic seizures in dogs.

Key-words: phytocannabinoids, endocannabinoid system, CBD, THC, dogs, antiepileptic
drugs, toxicity.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Céo devidamente posicionado para realizacdo de exame de ECG.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvio-padrao) de peso (kg) dos cées estudados nos
trés diferentes tempos de avaliacao.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvio-padrdo) de temperatura retal (°C) dos caes
estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvio-padréo) de pressao arterial sistélica (mmHg)
dos cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacao.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvio-padréo) da frequéncia cardiaca média (BPM)
dos cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.

Demonstracéo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrao) dos niveis séricos de fenobarbital
dos cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.
Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrdo) do numero de eritrdcitos dos caes
estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrédo) das porcentagens de CHCM dos
cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacao.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrao) dos niveis HCM dos cées estudados
nos trés diferentes tempos de avaliagéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrao) dos niveis séricos de uréia dos caes
estudados nos trés diferentes tempos de avaliagéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrao) dos niveis séricos de creatinina dos
cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.
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Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padréo) da atividade da enzima AST dos
cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padrdo) da atividade da enzima ALT dos
cées estudados nos trés diferentes tempos de avaliagéo.

Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot
(medianas e desvios-padréo) da atividade da enzima FA dos cées
estudados nos trés diferentes tempos de avaliacéo.

Demonstracéo gréafica do numero total de registros de alterac6es
clinicas ou comportamentais possivelmente indicativas de efeitos
colaterais das terapias experimentais durante os 60 dias de
periodo experimental (fase 1).

Demonstracdo gréafica da distribuicdo dos registros de possiveis
efeitos colaterais das terapias experimentais nos dois meses
estudados (fase 1).

Demonstracéao grafica da distribuicédo das categorias de registros
de possiveis efeitos colaterais das terapias experimentais em cada
grupo experimental na fase 1.
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118
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Populacdo canina estudada na fase 1
(caes saudaveis).

Populacdo canina estudada na fase 2
(caes epilepticos).

Composicdo de fitocanabinoides do
lote do produto utilizado no estudo
(frascos de 60 mL de extrato de
Cannabis contendo 20% CBD e 4%
THC diluido em 6leo de TCM a 0,5%).

Alteracbes clinicas relatadas pelos
tutores nos dois meses de estudo (fase
2).

Frequéncia mensal de  crises
epilépticas  generalizadas  tbnico-
clénicas nos dois meses que
antecederam o inicio das terapias
experimentais, média de frequéncia de
crises mensais pré tratamento (dada
pela soma dos valores de crises no més
1 e més 2 dividida por dois),
frequéncia mensal de crises epilépticas
generalizadas tonico-clonicas nos dois
meses de terapia experimental,
frequéncia mensal de crises mensais
pés tratamento (dada pela soma dos
valores de crises no més 1 e més 2
dividida por dois).

AlteracOes clinicas relatadas pelos
tutores nos dois meses de estudo (fase
2).

76

82

97

123

127
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Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Quadro 4

Quadro 5

Quadro 6

Quadro 7

LISTA DE QUADROS

Apresentacdes classicas de crises
epilépticas e de seus diferenciais em
cées.

Caracteristicas das epilepsias
idiopaticas, estruturais e crises
epilépticas reativas em caes.

Indicacgdes para inicio de terapia em
cées com historico de crise epiléptica.

Delineamento do estudo.

Fase 1: grupos experimentais e seus
respectivos tratamentos.

Fase 2: grupos experimentais e seus
respectivos tratamentos.

Alteracdo na frequéncia de crises
epilépticas  generalizadas  ténico-
clénicas  apods instituicdo  de
tratamentos experimentais.
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58

72

75
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2- AG - 2-araquidonil-glicerol.

ALT — Alanina aminotransferase.

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
AST — Aspartato aminotransferase.

BPM — Batimentos por minuto ou average beats per minute.
CB1 — Receptor canabinoide 1.

CB2 — Receptor canabinoide 2.

CBD — Canabidiol.

CBDA — Acido canabidiol.

CBN — Canabinol.

CEUA — Comisséo de ética no uso de animais.
CFMV - Conselho federal de medicina veterinaria.
CHC — Corpuscular hemoglobin concentration.
CHCM - Concentracao de hemoglobina corpuscular média.
dL — Decilitro.

DL50 — Dose letal mediana.

ECG - Eletrocardiograma ou electrocardiogram.
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético.

EEG — Eletroencefalograma.

FA — Fosfatase alcalina.

FCM — Frequéncia cardiaca média.

GABA — Acido gama amino butirico.

GGT — Gama glutamil transferase.

HB — Concentragdo de hemoglobina.

HCM — Hemoglobina corpuscular média.

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana.

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiencia ou High Perfomance Liquid

Chromatography.
HV- Hospital veterinario.

kg — Quilograma.
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MAPA — Ministério da agricultura, pecuéria e abastecimento.

MCHC — Mean corpuscular hemoglobin concentration.
mg — Miligrama.

mL — Mililitro.

mm — Milimetro.

mmHg — Milimetro de mercurio.

nm — Nanémetro.

OEA - Oleiletanolamida.

PAS — Pressdo arterial sistdlica.

PEA — N-palmitoiletanolamida.

RBC — Ndmero de hemacias.

RCs — Receptores canabinoides.

RDC - Resolucéo da Diretoria Colegiada.

SBP — Systolic blood pressure.

SEC — Sistema endocanabinoide.

SNC — Sistema nervoso central.

SNP — Sistema nervoso periférico.

SRD — Sem raga definida.

TCLE — Termo de consentimento livre e esclarecido.
TCM — Triglicérides de cadeia média (sinbnimo MCT).
THC — A%-tetrahidrocannabinol.

THCA — Acido tetra-hidrocanabindlico.

TR — Temperatura Retal.

UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais.

u/L — Unidade por litro.

VCM - Volume corpuscular médio.

VG — Volume globular.

VO - Via oral.

Kg — Micrograma.

uL — Microlitro.
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INTRODUCAO

As epilepsias compreendem conjunto de distarbios neuroldgicos crdnicos mais
frequentes em cdes (GALUCCI et al., 2017), com incidéncia estimada de até 0,75% na
espécie (HESKE et al., 2014). O tratamento da condicdo se baseia principalmente no
controle das crises epilépticas por meio do uso de farmacos (BHATTI et al., 2015). No
entanto, até um terco desses animais sdo considerados refratarios a terapia (MUNANA,
2013), proporcéo semelhante a relatada na medicina humana (BELEZA, 2009).

O inadequado controle dos episodios pode estar relacionado a redugdo da expectativa
de vida dos animais por predispor a ocorréncia de status epilepticus ou mesmo a
realizacdo de eutanasia (BERENDT et al., 2007). Além disso, os efeitos colaterais dos
farmacos, as comorbidades relacionadas a doenca e o impacto social da condicéo
promovem reducdo da qualidade de vida de cdes epilépticos e de seus tutores (PACKER
e VOLK, 2015; FISCHER, 2020; PERGANDE et al., 2020). Assim, justificam-se 0s
continuos esforgos pelo desenvolvimento de novas terapias para a condicdo nas medicinas
humana e veterinaria (LOSCHER e SCHMIDT, 2011; TIPOLD et al., 2014;
CHARALAMBOUS et al., 2020).

Nesse contexto, popularizou-se recentemente a utilizacdo medicinal da Cannabis
em pacientes humanos com epilepsias ndo controladas (MAA e FIGI, 2014). Atualmente,
estdo bem estabelecidas diversas propriedades terapéuticas da planta (NATIONAL
ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE, 2017), sendo que 0
maior nivel de recomendacéo e evidéncia cientifica (classe I) foi relatado no tratamento
de pessoas com sindromes epilépticas de dificil controle (DEVINSKY et al., 2017;
DEVINSKY et al., 2018b ; ARZIMANOGLOU et al., 2020).

A veiculagdo de tratamentos com aparente sucesso na medicina humana tem
contribuido para o crescente interesse por esse tipo de terapia também na medicina
veterinaria (NOLEN, 2013; KOGAN et al., 2016; KOGAN et al., 2018). As pesquisas
envolvendo o potencial para uso terapéutico da Cannabis em diferentes doencas nos
animais encontram-se ainda em fases iniciais (HARTSEL et al., 2019). Ha, até o
momento, indicios de beneficios com a utilizacdo de derivados da planta no tratamento
de cdes com osteoartrite (GAMBLE et al., 2018; VERRICO et al., 2020) e epilepsias
(MCGRATH et al., 2019). Portanto a investigacdo da seguranca e eficacia no controle de
crises epilépticas em cdes de um produto derivado da Cannabis disponivel no mercado

brasileiro é de extrema importancia por seu potencial no auxilio ao tratamento das
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epilepsias caninas no pais, condicdo clinica prevalente e frequentemente refrataria aos

farmacos convencionais.

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a seguranca da utilizacdo de extrato de Cannabis em monoterapia

e associado ao fenobarbital em caes.

Analisar o efeito clinico da utilizacdo do extrato de Cannabis associado ao
fenobarbital no tratamento de cdes epilépticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a utilizagdo de extrato de Cannabis em monoterapia ou
associado ao fenobarbital pode gerar efeitos positivos ou deletérios em
caes saudaveis, por meio do acompanhamento de parametros clinicos e
laboratoriais (exames fisico e neuroldgico, avaliagbes do sistema
cardiovascular eletrocardiograma, afericdo de pressao arterial sistdlica e
determinacdo de frequéncia cardiaca média, peso, temperatura retal,
namero de eritrdcitos, niveis de hemoglobina, volume globular, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média, plaquetas, leucdcitos totais, linfocitos,
neutrdéfilos, eosinéfilos, mondcitos, atividade sérica das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina e niveis

séricos de uréia e creatinina).

Analisar se a utilizacdo de extrato de Cannabis altera os niveis séricos de
fenobarbital em cées.

Avaliar se a associagdo de extrato de Cannabis ao fenobarbital reduz a
ocorréncia de crises epiléticas e pode auxiliar no tratamento de cées com

epilepsias.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 CONTEXTO HISTORICO DA UTILIZACAO MEDICINAL DA CANNABIS

H4 indicio de interagdes da espécie humana com plantas do género Cannabis spp.

com aplicagGes variadas ha pelo menos 12 mil anos (BACKES, 2014). Sua utilizacao
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medicinal parece ter tido inicio na China ha quase 5 mil anos, havendo na primeira
farmacopeia chinesa citagdes de emprego da planta no tratamento de mais de 100
diferentes condigdes como gota, reumatismo e malaria. Ha evidéncia de que, ainda em
tempos remotos, a cultura de utilizacdo medicinal da Cannabis tenha alcancado outros
paises da Asia, do Oriente Médio e da Africa. Papiros egipcios e livros sagrados da India
fazem mencdo a seu uso religioso e propriedades medicinais, especialmente no
tratamento da inflamacdo, dores de cabeca, febre, infeccdes bacterianas, diarréia, dor
reumatica, epilepsia, ansiedade, raiva, asma, bronquite e malaria (KALANT, 2001). Ja
no ocidente, a Cannabis parece ter ganho notoriedade como opcéo terapéutica na idade
contemporanea, a partir de 1838, com o relato médico de William O’Shaughnessy. Ele
afirmou, em importante jornal cientifico da época, desconhecer medicamento com efeito
ansiolitico, antiepiléptico e antinociceptivo tdo eficaz quanto tinturas alcéolicas da planta
utilizadas em sua prética clinica na india (TURNER, 2011). A partir dessa publicac&o foi
criada comissdo conduzida pelo governo britanico com a finalidade de conhecer as
terapias com Cannabis. Baseado em questionarios aplicados em mais de mil pacientes, o
arquivo oficial do estudo indicou que o uso da planta em doses moderadas poderia trazer
beneficios, devendo ser considerado medicinal (KALANT, 1972).

Essa opcao terapéutica foi plenamente aceita pela classe médica brasileira na época.
Até meados do século XX formulacGes de Cannabis eram citadas em compéndios
médicos e catalogos de produtos farmacéuticos, sendo facilmente encontradas em
farmacias brasileiras (CARLINI, 2006). As medidas proibicionistas internacionais que
tiveram inicio na Europa e Estados Unidos a partir de 1920 passaram a dificultar o acesso
a planta em todo o mundo. Diante disso, a percep¢do sobre a Cannabis mudou de possivel
tratamento médico para uma substancia ilicita (BACKES, 2014). Essa visdo da sociedade
sobre a planta interfere até hoje em suas aplicacdes terapéuticas, apesar da existéncia de
evidéncias sobre sua eficacia e seguranca (MACK e JOY, 2001).

Até a década de 1960 os estudos envolvendo a Cannabis eram focados no contexto
de droga de abuso (BACKES, 2014). O isolamento e caracterizacdo de importantes
substancias presentes na planta, o canabidiol (CBD) (MECHOULAM e SHVO, 1963) e
AS-tetrahidrocannabinol (THC) (GAONI e MECHOULAM, 1964; MECHOULAM e
GAONI, 1967), despertaram novamente o interesse da comunidade cientifica para o
estudo da Cannabis ap0ds tempo de esquecimento. Na década de 1970 foi demonstrado
efeito anticonvulsivante do CBD em camundongos e ratos (CARLINI et al., 1973) e, mais

tarde, em pessoas com epilepsias (CUNHA et al., 1980). A partir da década de 1980 foram
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descobertos, respectivamente, receptores no cérebro de ratos nos quais o THC se ligava
(mais tarde denominados receptores canabinoides 1 ou CB1) (DEVANE et al., 1988),
substancia endogena extraida de cérebros de porcos que se ligava a estes mesmos
receptores (DEVANE et al., 1992), e um segundo receptor canabinoide (CB2) detectado
em células do baco humano (MUNRO et al., 1993).

A partir de entdo criou-se o conceito de sistema endocanabinoide (SEC), que esta
presente em imensa gama de seres vivos e consiste em subtipos de receptores
canabinoides (RCs), substancias ligantes e enzimas envolvidas em sua sintese e
degradacdo (VILELA et al., 2013; LANDA et al., 2016).

Até agora, os principais RCs descritos sdo CB1 e CB2. Acreditava-se que CB1
era especialmente expresso no cérebro e CB2 era encontrado principalmente em tecidos
e células do sistema imune (AMERI, 1999). As publicacdes atuais demonstraram uma
maior complexidade de distribuicdo desses receptores: além do sistema nervoso central
(SNC) e periférico (SNP) (MACKIE, 2005), CB1 também parece estar presente em outros
tecidos como ovarios, testiculos, glandulas salivares, sistema cardiovascular e
gastrointestinal (PERTWEE, 1997; CROCI et al.,1998; SZABO et al., 2001; WAGNER
et al., 2001), enquanto CB2 também foi detectado no SNC em células da micréglia e
neurdnios (ASHTON et al., 2006). RCs semelhantes foram identificados em praticamente
todos os seres vivos, desde primatas a espécies primitivas como celenterados (MACK e
JOY, 2001). Isso indica que o SEC vem sendo mantido evolutivamente ha centenas de
milhGes de anos provavelmente por sua importancia bioldgica. Acredita-se que seja um
dos maiores sistemas de receptores do corpo humano, que influencia a comunicacgéo
sinaptica e modula fungdes diversas como controle do peso (HORN et al., 2018),
motilidade e secrecdo do trato gastrointestinal (SANGER, 2007), homeostase
cardiovascular (KUNOS et al., 2000) e do sistema nervoso em geral (equilibrio de
neurotransmissores, dor, apetite, funcdo motora e cognitiva, sono, ansiedade, controle da
temperatura) (FRIDE, 2002; WENGER e MOLDRICH, 2002; DEVINSKY et al., 2014),
controle glicémico (CHWALBA e OTTO-BUCZKOWSKA, 2019), resposta imune e
inflamacdo (BARRIE e MANOLIQS, 2017), defesa antioxidante (LIPINA e HUNDAL,
2016), sistema hematopoiético (AERTS-KAYA et al., 2019), entre outros.

Os canabinoides sdo substancias quimicas que agem primariamente em RCs. Se
dividem em trés grupos principais: canabinoides enddégenos ou endocanabinoides,

canabinoides de plantas ou fitocanabinoides e canabinoides sintéticos (FISAR, 2009).
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Existem diversos compostos endocanabinoides identificados e caracterizados até
0 momento, dos quais os trés mais estudados s&o: N-araquidonil-etanolamina ou
anandamida, 2-araquidonil-glicerol ou 2-AG e 2-araquidonil-glicerol-éter (VILELA et
al., 2013). Acredita-se que esses acidos graxos polinsaturados endogenos participam da
regulacdo de diversos processos fisiologicos, em geral atuando no sentido pro-
homeostase com efeitos bimodais de acordo com o estado metabdlico do organismo. No
SNC, tais substancias sdo liberadas na fenda sindptica em resposta ao influxo de célcio
em neurdnios pos-sinapticos e determinam a ativacdo de receptores pré-sinapticos CB1
gue modulam a liberacao de neurotransmissores (neuromodulacao retrograda) (VILELA
et al., 2013; LANDA et al., 2016). Os endocanabinoides s&o sintetizados por demanda,
atravessam membranas e sao degradados por enzimas enddgenas, atuando na modulagédo
de funcBes para manutencao da homeostase (HARTSEL et al., 2019). Ha ainda mais de
100 compostos enddgenos de &cidos graxos ligados a aminoacidos denominados
canabimimeéticos que apresentam estrutura quimica semelhante aos endocanabinoides e
parecem modular a atividade do SEC apesar de ndo se ligarem diretamente a RCs, como
a N-palmitoiletanolamida (PEA) e a oleiletanolamida (OEA) (ABRAMO et al., 2014;
VALASTRO et al., 2017).

Os fitocanabinoides séo substancias presentes em plantas capazes de interagir
com o sistema endocanabinoide mimetizando a agdo dos endocanabinoides. Sabe-se que
a Cannabis é constituida de mais de 400 substancias, das quais pelo menos 150 sdo
consideradas fitocanabinoides (HANUS et al., 2016). Os dois principais componentes
farmacologicamente ativos da Cannabis sdo os fitocanabinoides THC e CBD
(DEVINSKY et al., 2014). Na verdade, a planta sintetiza precursores acidos desses
compostos (THCA e CBDA) que sdo descarboxilados e convertidos em THC e CBD
guando expostos ao calor por combustéo, vaporizacao ou extracdo em calor ou em menor
quantidade ainda na planta quando ha mudanca no pH, por exemplo (RUSSO, 2011). O
THC é o principal responsavel pelas alteracbes neurocomportamentais observadas apés
]consumo de Cannabis\[3], sobretudo por meio da ativagéo direta de receptores CB1 no
encéfalo (DEVANE et al., 1988; MATSUDA et al., 1990). J4 CBD é o componente dito
ndo psicoativo da planta. No entanto, por seus conhecidos efeitos ansiolitico,
antipsicotico, antidepressivo e antiepiléptico pode-se inferir que certamente o composto
atua no cérebro e, assim, pode ser considerado psicoativo, porém ndo intoxicante como o
THC (RUSSO, 2017). Seu mecanismo de ac¢do ainda ndo foi completamente elucidado.

Acredita-se que a substancia ndo determina ativagdo de receptores canabinoides, mas
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modula o sistema de maneira indireta por diversos mecanismos (como a inibicao
alostérica de receptores CB1, por exemplo), além de interagir com outros sistemas de
sinalizag&o ndo-endocanabinoide (DEVINSKY et al., 2014; LANDA et al., 2016).

Além da Cannabis, outras plantas denominadas canabimiméticas como a
Echinacea spp. parecem apresentar compostos capazes de interagir com o SEC
(GERTSCH et al., 2010; KUMAR et al., 2019). H& ainda esforcos no sentido de sintetizar
substancias exdgenas que sejam capazes de interagir com esse sistema (HOURANI e
ALEXANDER, 2018). Nabilona e Dronabinol (Marinol ®) sdo analogos sintéticos do
THC aprovados principalmente para tratamento de vomitos e nduseas associados a
quimioterapia nos Estados Unidos (FDA, 2020). SR141716A ou Rimonabant é um
antagonista/agonista inverso do receptor CB1 com efeito clinico de reducgéo do apetite. A
droga parece ser eficaz no controle de peso, porém pode induzir ansiedade e depressédo
provavelmente por sua acdo no SNC, motivo pelo qual foi retirada do mercado
(MOREIRA e CRIPPA, 2009). Ainda nesse sentido, uma linha de pesquisa em fase
experimental é a de utilizacdo terapéutica de analogos de endocanabinoides, como a
metanandamida para controle de nausea (WOOLDRIDGE et al., 2020). A modulacao de
enzimas relacionadas a sintese ou degracdo de endocanabinoides também é considerada
uma alternativa interessante (HUGGINS et al., 2012). ABHD11, por exemplo, é uma
enzima que parece participar da sintese e da hidrélise do 2-AG e pode auxiliar no
tratamento de doencas metabdlicas como a obesidade (ESCOUBET et al., 2020). Assim,
pode ser possivel realizar manipulacdo terapéutica do SEC com menor influéncia de
entraves culturais, sociais e legais envolvidos com o uso da Cannabis.

Segundo Piomelli e Russo (2016) as variedades de Cannabis se diferenciam, entre
outros fatores, por seus niveis de fitocanabinoides (THC, CBD e outros), hidrocarbonetos,
carboidratos, flavonoides, acidos graxos, fendis e terpenos. Além dos fitocanabinoides, a
combinapcao das substancias supracitadas determinam os diferentes efeitos no organismo
do uso da Cannabis. Assim, a simples distincdo entre as quimiovariedades Cannabis
sativa L. rica em THC e Cannabis indica Lam abundante em CBD ¢é bastante simplista.
Ainda, o cruzamento entre estirpes com producdo de espécies hibridas e o emprego de
diferentes técnicas de cultivo também favorecem as variagdes na composicdo da planta.

Apesar disso, espécies de Cannabis tém sido geneticamente manipuladas na
tentativa de gerar composicOes especificas desejadas. No contexto de uso medicinal da
planta, a pratica clinica tem demonstrado que pacientes com algumas doengas podem se

beneficiar de formulagGes com niveis mais elevados de THC, enquanto que em outras
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condi¢des ha melhor resposta quando predomina o CBD (RUSSO e GUY, 2006). No
entanto ha, de maneira geral, maior aceitacdo de terapias com CBD devido a auséncia de
efeitos intoxicantes, alta tolerabilidade, baixa toxicidade e aparente menor potencial de
gerar dependéncia (TZADOK et al., 2016). As alteracdes comportamentais geradas pelo
consumo de THC parecem ser o principal fator responsavel pela desaprovacdo do uso
medicinal da Cannabis. Essa substancia passou a ser “vilanizada”, enquanto o CBD tem
sido considerado um tratamento altamente promissor. Nesse contexto, tem se
popularizado a utilizacdo de isolados de CBD (PAMPLONA et al., 2018). Sabe-se,
porém, que os diferentes compostos presentes na planta parecem interagir com o sistema
endocanabinoide de maneira sinérgica, favorecendo sua acao terapéutica e reduzindo
efeitos indesejaveis quando presentes em conjunto — conceito conhecido como entourage
effect ou efeito comitiva. Assim, sugere-se que é improvavel que se possa explorar todo
0 potencial terapéutico da Cannabis com produtos que contenham um Unico composto
isolado. Nesse sentido, produtos full spectrum (produzidos a partir de extratos da planta
contendo THC, CBD, terpenos, flavonoides e etc) poderiam trazer mais beneficios aos
pacientes (RUSSO, 2011; PAMPLONA et al., 2018).

Por estar envolvido na modulacdo de diversas fungbes orgéanicas, o SEC tem
demonstrado vasto potencial de exploracdo terapéutica (BACKES, 2014). Acredita-se
que variagdes nos niveis de endocanabinoides e/ou na expressao de RCs — conceito
conhecido como alteracdo do tono endocanabinoide - possam gerar disfuncdes ou
compreendam mecanismo de resposta organica a injurias. Baixos niveis de
endocanabinoides ou sub-expressdo de RCs poderiam participar da patofisiologia de
algumas doencas — principio que compreende a teoria da deficiéncia clinica de
endocanabinoides (RUSSO, 2008). De fato, isto foi demonstrado em pacientes humanos
com enxaqueca, fibromialgia, sindrome da bexiga dolorosa e desordem de estresse pos-
traumatico. Apesar de haver evidéncias de que o aumento do tono endocanabinoide
também possa estar relacionado a condic¢des organicas desfavoraveis (LEWEKE et al.,
1999; PERTWEE, 2005; DI MARZO, 2008), predomina até 0 momento a hipbtese de
que, por se tratar de um sistema voltado para modulagéo de funcGes e manutencdo da
homeostase, com sintese de ligantes por demanda, 0 aumento na atividade do SEC tem
carater preponderantemente compensatorio em busca do estado de homeostase frente a
uma condic¢éo patologica prévia (TOCZEK e MALINOWSKA, 2018).

Somente recentemente o uso medicinal da Cannabis passou a ser amplamente

conhecido. Apesar de haver evidéncias cientificas de sua acao terapéutica desde décadas
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atras, relatos aneddticos de pais de criancas com doencgas crbnicas até entdo néo
controladas — principalmente epilepsias refratérias - que trocavam informacgdes em féruns
na internet foram os responsaveis pela disseminacdo dessas terapias. Criou-se um
movimento crescente de uso da Cannabis para tratamento de seus filhos, e os bons
resultados reportados favoreceram a popularizagdo do emprego empirico da planta no
tratamento de doencas (MAA e FIGI, 2014) e, subsequentemente, o boom de pesquisas
cientificas envolvendo seu uso medicinal (PORTER e JACOBSON, 2013).

Atualmente, estdo bem estabelecidas as propriedades anti-inflamatoria,
antiemética, antiepiléptica, antiespasmaodica, antinociceptiva e anti-psicética da Cannabis
(NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE,
2017). Ha bom nivel de evidéncia cientifica de seus efeitos benéficos no tratamento de
pacientes humanos com neuropatia pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(PHILLIPS et al., 2010), dor cronica, nausea, vomito e anorexia induzidos por
quimioterapia, espasmos em pacientes com esclerose maltipla, transtornos do espectro
autista (NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND
MEDICINE, 2017), além de algumas sindromes epilépticas refratarias — doenca em que
se tem até agora maior nivel de evidéncia de beneficio do uso medicinal da planta: classe
I — condicBes para as quais ha evidéncias conclusivas ou consenso geral de que o
procedimento € eficaz (DEVINSKY et al., 2017; DEVINSKY et al., 2018b;
ARZIMANOGLOU et al., 2020).

1.2 EMPREGO MEDICINAL DA CANNABIS EM CAES

A utilizacdo medicinal da Cannabis nos animais é area de interesse crescente nos
ultimos anos, sobretudo por conta da ampla veiculacdo na midia de casos de aparente
sucesso na medicina humana (HARTSEL et al., 2019).

Até pouco tempo, o conhecimento a respeito da utilizacdo de canabinoides na
medicina veterinaria era praticamente restrito a experimentos focados em avalia¢des de
toxicidade ou estudos pré-clinicos em animais de laboratério voltados para a medicina
humana (GYLES, 2016). Atualmente diversos estudos clinicos avaliando seguranca e
possiveis efeitos terapéuticos desses compostos em animais encontram-se em andamento
(HARTSEL et al., 2019). No entanto, pouco ainda se sabe sobre o potencial de utilizacdo
medicinal da Cannabis nas diferentes espécies, doses e composic¢des indicadas e 0s riscos

associados a longo prazo. Ainda assim, esse tipo de terapia vem sendo realizada em cées
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e gatos ha alguns anos, muitas vezes por iniciativa de seus tutores, sem prescricdo ou
acompanhamento médico veterindrio (NOLEN, 2013). Pesquisa realizada com 632
pessoas que acessaram sites americanos de comércio de produtos derivados da Cannabis
destinados a pets demonstrou que mais de 50% ofereciam esses compostos a seus caes
diagnosticados com epilepsias, cancer, ansiedade e artrite. Destes, mais de 90% relataram
percepcdo de que o CBD havia gerado resposta terapéutica semelhante ou superior a
tratamentos previamente utilizados em seus animais (KOGAN et al., 2016). Em outro
estudo, as principais motivacdes informadas para utilizacdo medicinal da Cannabis em
mais de 1000 cdes foram: alivio de dor, reducdo de ansiedade, modulacdo de inflamacao,
controle de crises epilépticas, auxilio no tratamento de cancer, artrite e alergias (KOGAN
et al., 2018). Ha relatos individuais de percepgdo de beneficios em reducdo de ansiedade,
controle de dor, reducdo no tamanho de tumores, melhora de apetite, auxilio no manejo
de diabetes, modulacdo de inflamacdo, melhora de funcdo gastrointestinal e controle de
crises epilépticas em cdes e gatos (HARTSEL et al., 2019).

Sabe-se que praticamente todos o0s vertebrados apresentam sistema
endocanabinoide (MACK e JOY, 2001). MECHOULAM et al. (1995) descreveram o
isolamento do endocanabinoide 2-AG no intestino de cées e sua capacidade de se ligar a
receptores CB1 e CB2 in vitro. Outro estudo observou aumento dos niveis séricos de
anandamida em cdes e seres humanos apés realizacdo de exercicio fisico de alta
intensidade (RAICHLEN et al., 2011). FREUNDT-REVILLA et al. (2017) identificaram
receptores CB1 com sequéncia de nucleotideos semelhante as de outras espécies de
mamiferos plenamente distribuidos no SNC (encéfalo e medula espinhal) e periférico de
caes com idade entre quatro semanas e dez anos. Além disso, glandulas salivares, epitélio
intestinal, foliculos pilosos e pele também apresentam estes receptores (DALL’AGLIO
et al. 2010; CAMPORA et al. 2012; MERCATI et al. 2012; GALIAZZO et al., 2018).
PIRONE et al. (2015) demonstraram que embrides de cdes com 30 dias de idade
gestacional ja apresentam receptores CB1 em tecidos epiteliais, SNC, SNP, olhos e
tiredide. J& os RCs CB2 de cées apresentam estrutura divergente em relagdo aos mesmos
receptores de ratos e seres humanos (NDONG et al., 2011), tendo sido detectados na pele,
glandulas sebéceas, mastocitos, fibroblastos, baco, linfonodos (GALIAZZO et al., 2018;
HARTSEL et al., 2019), células de Schwann e células do endotélio dos ganglios cervicais
(CHIOCCHETTI et al., 2019).

Acredita-se que possa haver alteracdo do tono endocanabinoide em algumas

condigdes em cées, assim como foi descrito em seres humanos. Foi demonstrado aumento
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da expressdo de receptores CB1 e CB2 (CAMPORA et al., 2012) e elevacdo nos niveis
do canabimimético PEA (ABRAMO et al., 2014) na pele de cdes com dermatite atdpica,
nivel de anandamida aumentado no liquido cerebroespinhal de cdes com epilepsia
idiopatica - o que foi ainda mais significativo naqueles com doenca crénica e histérico de
crises severas ou frequentes (GESELL et al., 2013), aumento nos niveis de 2-AG e do
canabimimético OEA no liquido sinovial em articulacdo do joelho com alteragdes
degenerativas em cdes (VALASTRO et al., 2017), elevacdo na expresséo de receptores
CB2 em astrocitos da medula espinhal de cdes com mielopatia degenerativa
(FERNANDEZ-TRAPERO et al., 2017), variagbes nas concentracdes de anandamida e
2-AG no soro e liquido cerebrospinhal de cdes com meningite arterite responsiva a
esteroides e espirocercose intraespinhal (FREUNDT-REVILLA, 2018). Os autores
sugeriram que o aumento do tono endocanabinoide nesses cdes tivesse carater
compensatdrio na tentativa de combater a progressao da inflamacgédo na dermatite atopica,
reduzir a excitacdo neuronal excessiva que predispoe a ocorréncia de crises epilépticas na
epilepsia idiopatica, conter os mecanismos relacionados a degeneracdo articular na
osteoartrite, reduzir a neurodegeneracdo e manter homeostase e integridade neuronal na
mielopatia degenerativa, controlar mecanismos de inflamacdo e neurodegeneracdo na
meningite arterite responsiva a esterdides e na espirocercose intraespinhal. Dessa forma,
a manipulacdo terapéutica do sistema endocanabinoide poderia ser benéfica no

tratamento de cées acometidos por essas doencas.

1.2.1 ESTUDOS CLINICOS E RELATOS DE CASO

CBD foi a principal substancia envolvida nos estudos e relatos de caso envolvendo
emprego clinico de derivados de Cannabis em cées. Tais compostos foram utilizados
principalmente para tratamento de epilepsias e osteoartrite (GAMBLE et al., 2018; DE
ALAVA, 2019; MCGRATH et al., 2019; MOGI e FUKUYAMA, 2019; VERRICO et
al., 2020).

Ha referéncia ao emprego de canabinoides acidos (THCA e CBDA) na medicina
veterinaria com acao antibidtica ha mais de 50 anos (MECHOULAM, 2005). Em estudo
realizado ainda na década de 70, observou-se reducdo de comportamentos indicativos de
dor com a utilizacgdo de THC em cdes com exposicdo de pulpa dentéria
(KAYMAKGALAN et al., 1974). RE et al. (2007) chamaram atencdo para o potencial
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terapéutico do PEA na medicina veterinaria. Trata-se de substancia imunorregulatéria,
que reduz liberacdo de mediadores inflamatdrios e parece influenciar mecanismos de
inflamacéo, prurido e dor. De fato, CERRATO et al. (2012) observaram redugéo da
resposta inflamatoria alérgica de cées hipersensiveis a Ascaris tratados com PEA por via
oral e posteriormente desafiados com injecdes intradermais de alérgenos.

Para avaliacdo do CBD no tratamento de osteoartrite, GAMBLE et al. (2018)
conduziram estudo clinico controlado duplo cego com 16 cées acometidos pela doenca
tratados com a substancia. Todos os animais foram submetidos a dois protocolos de
tratamento: 2 mg/kg de 6leo de CBD e placebo (6leo de oliva). Cada tratamento foi
mantido por quatro semanas, com intervalo de wash out de duas semanas. Quando
tratados com CBD, os animais exibiram reducgdo dos scores de dor e aumento do nivel de
atividade com diferenca estatisticamente significante em relacdo ao tratamento placebo.
DE ALAVA (2019) descreveu relato de caso de cdo com osteoartrite cronica tratado com
1 mg/kg de CBD por VO a cada 12 horas durante 30 dias. A partir de questionarios
respondidos pela tutora para avaliar dor e qualidade de vida do animal, observou-se efeito
analgesico com consequente melhora da mobilidade e qualidade de vida do cdo apds
terapia. Apos constatacdo do efeito anti-inflamatério do CBD in vitro e em roedores,
VERRICO et al. (2020) conduziram estudo controlado duplo-cego randomizado para
avaliacdo do efeito do emprego de duas formulagdes distintas , administradas por via oral
por quatro semanas em 20 cdes com osteoartrite. Notou-se melhora significativa da dor e
mobilidade dos animais sem qualquer evidéncia clinica ou laboratorial de toxicidade.

Quanto a utilizacdo do composto no tratamento de epilepsias, MCGRATH et al.
(2019) avaliaram o potencial do CBD a curto prazo no tratamento de cées epilépticos por
meio de estudo controlado duplo cego randomizado. Neste, os 17 animais foram
aleatoriamente divididos em dois protocolos de tratamento, que se deram em associacédo
a terapia antiepiléptica prévia (fenobarbital, brometo de potassio, levetiracetam e/ou
zonisamida) durante 12 semanas: 2,5 mg/kg de CBD por VO a cada 12 horas (9 animais)
ou placebo constituido por 6leo de diluigdo livre de CBD administrado por VO a cada 12
horas (8 animais). Trés dos cdes tratados com CBD foram excluidos deste estudo por
apresentacdo de efeitos colaterais e necessidade de descontinuagéo da terapia. Dois cées
de cada grupo apresentaram reducdo de mais de 50% na frequéncia de crises epilépticas.
A mediana de frequéncia de crises epilépticas do grupo tratado com CBD apresentou
reducdo estatisticamente superior em relagdo ao grupo placebo. Ainda, nos animais que

receberam CBD, a reducdo na frequéncia de crises epilépticas foi diretamente
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proporcional a concentracdo sérica da substancia. Ja MOGI e FUKUYAMA (2019)
descreveram relato de caso de trés cdes com histérico de episodios semelhantes a crises
epilépticas tratados com produto derivado de Cannabis full spectrum em diferentes
protocolos (dose de CBD de 0,51 mg/kg em um deles, 1,24 — 1,25 mg/kg no outro e 5,00
mg/kg no terceiro, ambos a cada 12 horas) por oito semanas. Os tutores referiram reducao
consideravel da frequéncia de crises epilépticas e melhora de outros sintomas como
comportamentos indesejaveis em um dos cdes, melhora discreta das crises em outro e

auséncia de resposta a terapia no terceiro.

1.2.2 TOXICOLOGIA, SEGURANCA E FARMACOLOGIA

Diante da crescente popularizacdo dos tratamentos com canabinoides € importante
conhecer os riscos relacionados ao emprego dessas terapias em cées. A auséncia de
controle oficial sobre os produtos comercializados e de previséo legal da prescri¢cdo dos
mesmos sdo alguns deles.

No Reino Unido, os derivados da Cannabis para uso em humanos ou animais séo
considerados medicamentos, devendo ser fiscalizados como tal. Porém, nenhum produto
veterinario disponivel no mercado local foi até agora aprovado nos testes das agéncias
regulatérias. Assim, médicos veterinarios da regido sdo autorizados a prescrever 0s
compostos humanos validados (WESSMANN et al., 2021).

No Brasil observa-se um limbo na regulacdo de produtos derivados da Cannabis
no setor veterinario (APPLE, 2020). Diante da demanda crescente dos tutores, importante
farmacia de manipulacdo de produtos veterinarios nacional identificou essa lacuna na
legislacdo e passou a disponibilizar CBD manipulado para utilizacdo em animais. Porém
a auséncia de previsdo de procedimentos de fiscalizagdo, comercializagao e prescrigdo
médica veterinaria dos derivados da Cannabis pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) e pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV)
impede até 0 momento atual a comercializacdo deste produto. N&o ha, por outro lado,
posicionamento oficial desses Orgaos no sentido de proibicdo a prescricdo desses
tratamentos por médicos veterinarios. Assim, € crescente 0 numero de profissionais
médicos veterinarios prescritores de tratamentos com canabinoides em animais, se
respaldando na auséncia de proibicdo oficial pelo MAPA ou CFMV. J& nos Estados

Unidos, onde o mercado de extratos de Cannabis destinados a pets mobiliza milhdes de

31



ddlares anuais, ndo ha& aprovacdo da prescricdo dessas substancias por meédicos
veterinarios (NOLEN, 2019) e nem diretrizes claras de regulacdo desses produtos
(PRINOLD, 2019). Os compostos ndo sdo considerados medicamentos mas sim
suplementos alimentares, o0 que atualmente nédo proibe sua comercializacdo porém exime
a Food and Drug Administration (FDA) de responsabilidade de fiscalizacdo (FDA, 2020).
Como consequéncia ndo ha garantia de qualidade desse tipo de produto, sendo ele
derivado ou nédo de Cannabis, indicado para uso em seres humanos ou animais (GIL et
al., 2016; PAVLOVUC et al., 2018).

RABER et al. (2015) avaliaram a composicdo de 57 concentrados da planta
vendidos na Califérnia e observaram que mais de 80% das amostras apresentavam
contaminacdo por solventes residuais ou pesticidas, além de haver incompatibilidade
entre os niveis de canabinoides encontrados e 0s niveis previstos no rétulo. DE AGUIAR
(2018) analisou extratos de Cannabis nacionais e importados, artesanais e
industrializados, utilizados por pacientes humanos com epilepsias refratarias no Brasil. O
autor referiu importante incongruéncia entre as informacgdes descritas nos rotulos e a
verdadeira composi¢do dos produtos. Mais recentemente, WAKSHLAG et al. (2020)
avaliaram os niveis de fitocanabinoides, terpenos e metais pesados de 29 extratos de
Cannabis anunciados como suplementos para uso em cées. Destes, apenas 18 seriam
aprovados segundo as diretrizes da FDA. Nos demais, 0s niveis de fitocanabinoides foram
bastante variaveis e foi detectada contaminacdo por metais pesados em quatro deles.

Outro fator relevante é a potencial toxicidade dos fitocanabinoides para os cdes e
auséncia de antidoto para as intoxicacdes. Segundo BRUTLAG e HOMMERDING
(2018), apesar de as intoxicagbes por Cannabis serem mais comuns com a ingestao
inadvertida da planta ou produtos comestiveis, preparacdes destinadas ao uso medicinal
podem estar relacionadas com até 9% dos casos de intoxicacao por canabinoides em pets.
A Associacdo Americana de Combate a Crueldade Animal (ASPCA) registrou 1486
casos de intoxicacédo por produtos derivados da Cannabis em cées e gatos no ano de 2017.
Nestes, 97% das formulacbes envolvidas continham THC isolado ou associado ao CBD,
3% continham CBD isolado e 2% eram produtos destinados a pets (alguns utilizados em
overdose e outros na dose sugerida pela empresa). Ainda que os casos tenham sido mais
frequentes envolvendo produtos que continham THC, os sinais de intoxicacdo foram
semelhantes com a exposicao a isolados de CBD e compostos de THC (POWERS E
GOLAB,2018).
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Estudos clinicos em seres humanos e animais demonstraram, até agora, que 0 uso
do CBD ¢ relativamente seguro (MCGRATH et al., 2018; WHO, 2018; DEABOLD et
al., 2019; FDA, 2019; VAUGHN et al., 2020). Quanto ao THC, quando comparados a
seres humanos, os caes apresentam maior densidade de receptores CB1 no rombencéfalo,
regido embrioldgica compreendida pelas estruturas do tronco encefalico ponte e medula
oblonga e pelo cerebelo (HERKENHAM et al., 1990). Isso os torna mais susceptiveis a
apresentar os efeitos toxicos da substancia (FITZGERALD et al., 2013). Os produtos
envolvidos nas intoxicages registradas pela ASPCA ndo foram analisados quanto a sua
composicdo (POWERS e GOLAB, 2018). E possivel que as formulacées comercializadas
como isolados de CBD pudessem apresentar também niveis importantes de THC, que
teria sido responsadvel pela sintomatologia apresentada. VAUGHN et al. (2020)
observaram menor tolerabilidade a produtos contendo THC em relacdo as formulacdes
de CBD isolado em cées, enquanto FERNANDEZ-TRAPERO et al. (2020) no relataram
alteracOes clinicas ou laboratoriais importantes com a utilizacdo de produto comercial
contendo ambos os fitocanabinoides. Os extratos de Cannabis artesanais disponiveis no
mercado nacional analisados por DE AGUIAR (2018) apresentaram niveis mais elevados
de THC quando comparados aos produtos industrializados. Tais compostos teriam, entdo,
maior potencial de toxicidade se utilizados em cées.

A toxicidade por Cannabis em cdes geralmente se manifesta até 60 minutos ap6s
contato por ingestdo ou inalacdo (FITZGERALD et al.,2013). A sintomatologia é variada
e multissistémica, possivelmente por conta das diferentes composicdes dos produtos
envolvidos e da agédo diversa do sistema endocanabinoide no organismo (NOBLE et al.,
2019). Sdo descritos principalmente sinais neuroldgicos, gastrointestinais e
cardiovasculares O sinal mais frequente parece ser incontinéncia urinaria. Trata-se de
condicdo relativamente rara em outras intoxicacdes (BRUTLAG e HOMMERDING,
2018), que € observada em aproximadamente 50% dos animais intoxicados pela planta
(BISCHOFF, 2018) e tem mecanismo ainda ndo elucidado para a espécie (MARTIN et
al., 2000). Além disso, ataxia provavelmente associada a ativacdo de receptores CB1 no
cerebelo (SILVER, 2019) é um sinal classico descrito ha mais de um século em cées
expostos a Cannabis (DIXON, 1899). Referem-se também depressdo do nivel de
consciéncia, letargia ou agitacdo, alteracbes comportamentais, vocalizacdo, tremores,
vOmito, diarréia, hiperreatividade a estimulos ambientais, midriase, hiperestesia,
sialorréia, hipotensdo, taquicardia ou bradicardia, polifagia (BATES, 2020), e hipotermia,

que parece ser diretamente proporcional a dose ingerida (THOMPSON et al, 1973).
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Menos de 5% dos mais de 1000 tutores entrevistados por KOGAN et al. (2018)
relataram ter percebido qualquer alteracdo clinica com o uso medicinal de extratos de
Cannabis em seus pets. Para esses, 0s sinais mais frequentes foram sedacéo, xerostomia
e polidipsia. Estudos clinicos ou relatos de caso que avaliaram potencial toxicidade,
farmacocinética e efeitos terapéuticos do CBD em cdes ndo refereriram observacdo de
efeitos colaterais (VERRICO et al., 2020), ou relataram alteracdes leves sem repercusséo
clinica importante. Foram citados como efeitos colaterais principalmente diarréia néo
relacionada a dose utilizada (MCGRATH et al. 2018; DEABOLD et al., 2020) e aumento
dose dependente da atividade sérica da enzima fosfatase alcalina (FA) (GAMBLE et al.,
2018; MCGRATH et al. 2018; DE ALAVA, 2019; MCGRATH et al. 2019). Quanto a
terapias envolvendo também o THC, FERNANDEZ-TRAPERO et al. (2020) nio
observaram alteracGes clinicas relevantes em cées com a utilizacdo de produto comercial
contendo associacdo de ambos os fitocanabinoides, enquanto VAUGHN et al. (2020)
referiram observagdo de efeitos colaterais mais intensos (letargia, hiperestesia,
hipotermia, tremores, ataxia) nos animais tratados com formulagdes que continham THC
(isolado ou associado ao CBD) em relagdo aos que receberam CBD isolado.

As doses maximas consideradas seguras em cdes apds unica administracao foram de
aproximadamente 60 mg/kg de CBD em formulagdo de 6leo de Cannabis predominante
em CBD, 19 mg/kg de THC em formulag&o de 6leo de Cannabis predominante em THC,
8 mg/kg de CBD + 6 mg/kg de THC em 6leo com proporcdo de uma e meia partes de
CBD para uma parte de THC (VAUGHN et al., 2020). J& MCGRATH et al. (2018)
indicaram que a utilizacdo de 20 mg/kg/dia de CBD isolado por seis semanas foi segura
em cées.

H& poucos registros de Obitos ap0ds intoxicacdo por Cannabis em animais, sendo
considerada uma condicdo clinica de bom progndstico contanto que ndo haja
complicagcdes como pneumonia por aspiracao ou ingestao associada de outras substancias
potencialmente toxicas para a espécie como chocolate, alcool ou xilitol (DONALDSON,
2002; BATES, 2020). DL50 (dose letal média) do THC administrado por via oral em cées
parece ser superior a 3000 mg/kg (THOMPSON et al., 1973). Ainda ndo ha dados
relativos a DL50 do CBD utilizado por via oral em cées. Quando administrada por via
intravenosa, a substancia apresentou DL50 superior a 254 mg/kg (LOEWE, 1946) na
espécie. JANCZYK et al. (2004) descreveram 213 casos de intoxicagdo pela planta em
pequenos animais com 100% de recuperacdo, a maioria tendo ocorrido em 24 horas. Ja

CULLER E VIGANI (2018) descreveram relato de caso de cdo que apresentou status
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epilepticus refratario ao tratamento convencional relacionado a exposicdo recente a
Cannabis, tendo apresentado melhora somente com utilizagdo de terapia extracorporea.
O emprego de canabinoides sintéticos comercializados de maneira ilegal nos Estados
Unidos estd associado a cursos clinicos mais graves com pior prognostico nos cées
(KELMER et al., 2017), sendo contra-indicado (BRUTLAG e HOMMERDING, 2018).

Os fitocanabinoides apresentam natureza altamente lipofilica. Por isso, suas
preparagdes sdo frequentemente administradas em formulagdes oleosas (ZGAIR et al.,
2016). Os produtos derivados da Cannabis destinados a pets tém como principais
apresentacdes veiculo oleoso/”tintura”, gel/creme transdérmico, biscoito, comprimido
mastigavel, emulsdo oral e capsula (CANNACOMPANION®; GREEN GORILLA®).
Quanto a este fator, BARTNER et al. (2018) e MCGRATH et al. (2018) observaram
melhor perfil farmacocinético do CBD administrado por via oral em 6leo em relacédo a
capsula e creme transdermal (maiores niveis séricos com menor variacdo interindividual),
enquanto DEABOLD et al. (2019) referiram concentragdo sérica mais elevada em cées
tratados com comprimidos mastigaveis em relagdo aquela relatada por GAMBLE et al.
(2018) com o emprego da mesma dosagem em veiculo oleoso, e VERRICO et al. (2020)
relataram melhora da dor e mobilidade com a utilizacéo de doses inferiores de formulacéo
lipossomal de CBD em relacéo ao 6leo “livre”.

Ha relatos de utiliza¢do de derivados da Cannabis na medicina humana por vias oral,
inalatdria (por combustdo ou vaporizacao), retal, transdermal, orotransmucosa (por via
sublingual, por exemplo) e intranasal (BRUNI et al., 2018). As aplicaces por via
intravenosa foram descritas de maneira experimental em seres humanos e espécies
animais (ENGLUND et al., 2012). Em cdes, a farmacocinética de compostos
canabinoides foi avaliada em estudos que envolveram administracdo de diferentes doses
de THC ou CBD por vias oral, transdérmica, intravenosa e sublingual (SAMARA et al.,
1988; BARTNER et al., 2018; GAMBLE et al., 2018; GREB E PUSCHNER, 2018;
DEBOLD et al., 2019; FERNANDEZ-TRAPERO et al., 2020). A maioria dos compostos
derivados da Cannabis destinados a cdes deve ser administrada por via oral, visando
principalmente a praticidade para o tutor. Nessa via de administracédo, a absorcéo parece
ser o componente de maior limitagdo, sendo influenciada principalmente por aspectos
relacionados ao produto (caracteristicas do veiculo como lipofilicidade, acidez e etc),
integridade do tecido gastrointestinal e volume administrado (DEABOLD et al., 2019).
Foi demonstrado que a presenga de alimento pode interferir na farmacocinética dos

produtos em cées retardando/ antecipando a fase de absorcao e reduzindo/potencializando
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a concentracdo plasmatica de fitocanabinoides (LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA et
al.,, 2019; CHICOINE et al., 2020; BOOTHE et al., 2020). Além da absorcdo
gastrointestinal, infusdes oleosas podem apresentar absor¢do transmucosa na cavidade
oral (HARTSEL et al., 2019). Acredita-se que 0 CBD possa apresentar absorcao mais
lenta que o THC quando administrados por via oral (VAUGHN et al., 2020). A baixa
solubilidade em &gua dos fitocanabinoides pode limitar sua absorgdo gastrointestinal
(SAMARA et al., 1988). A inalacdo desses compostos parece permitir melhor titulagdo
de dose (por dose e efeito) por seu rapido inicio de acdo e maior biodisponibilidade nas
diferentes espécies (RUSSO, 2016). No entanto, tal via de administracdo parece
demonstrar pouca aplicabilidade clinica no caes (HARTSEL et al., 2019).

CBD e THC apresentam propriedades farmacocinéticas semelhantes, provavelmente
devido a similaridade de suas estruturas (GRED e PUSCHNER, 2018). As substancias
apresentaram baixa biodisponibilidade ap6s administracéo oral, sendo relatados niveis de
inferiores a 19% em cées (SAMARA et al., 1988; GAMBLE et al., 2018) e seres humanos
(MCGILVERAY, 2005). Quando aplicadas por essa via, as substancias passam por
intenso metabolismo de primeira passagem. A administracdo intravenosa do CBD
demonstrou maior biodisponibilidade em relacdo a via oral, provavelmente por evitar tal
efeito de primeira passagem (SAMARA et al., 1988). Seu metabolismo hepéatico no céo
e em outras espécies envolve mecanismos de fase 1 (com participacdo de diversas
subfamilias do citocromo p450, especialmente CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4) e fase 2
(HARVEY et al., 1991). Sdo formadas substancias ativas e inativas que parecem diferir
entre as espécies e ter relevancia clinica ainda néo esclarecida (MCGILVERAY, 2005;
UJVARY e HANUS, 2016; GREB e PUSCHNER, 2018). Ha evidéncia de que THC e
CBD geram inibicdo da atividade de diversas familias de enzimas do citocromo p450
hepatico em seres humanos (YAMAORI et al., 2012). Assim, a associacdo de
fitocanabinoides a terapias prévias pode resultar em interacdo medicamentosa com
aumento nos niveis séricos de outras substancias metabolizados pelo figado
(ANDERSON et al., 2019). GAMBLE et al. (2019) ndo observaram alteragdo nos niveis
séricos dos farmacos antiepilépticos fenobarbital e brometo de potassio com a co-
administracdo de CBD em cées epilépticos. Ainda assim, HARTSEL et al. (2019)
recomendaram realizacdo de mensuracdo sérica dessas drogas ap0s as duas primeiras
semanas de tratamento com o CBD na espécie.

CBD atingiu pico plasmatico aproximadamente a partir de uma hora e meia da

administragdo oral em veiculo oleoso em cdes, com niveis séricos variaveis entre 100 e
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600 ng/mL com a utilizacdo de doses entre 2 e 10 mg/kg (BARTNER et al., 2018;
GAMBLE et al., 2018; DEABOLD et al., 2019). FERNANDEZ-TRAPERO et al.
(2020) relataram pico plasméatico de THC e CBD duas horas apds administracdo
sublingual de dose unica de composto contendo ambos os fitocanabinoides em cées e de
uma hora ap06s utilizacdo de doses diarias por 14 dias consecutivos, administradas pela
mesma via nos mesmos animais. Diferencas individuais quanto a absor¢do, metabolismo
e distribuicdo podem contribuir para a variagdo nos niveis sericos observados em cées
submetidos a mesmos protocolos de tratamento com fitocanabinoides (BARTNER et al.,
2018; LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA et al.,, 2019; MCGRATH et al., 2019;
VAUGHN et al., 2020). Por sua intensa lipofilicidade, THC e CBD apresentaram alto
indice de ligacdo a proteinas plasmaticas (HUESTIS, 2007; DEVINSKY et al., 2014),
rapida distribuicdo tecidual e boa passagem pela barreira hematoencefalica (SHARMA
etal., 2012). Além disso, demonstraram intenso armazenamento e acumulacdo em tecido
adiposo, hepatico, pulmonar, esplénico, encefalico e muscular (BRUNET et al., 2006),
com posterior liberacdo continuada apos redugdo de seus niveis séricos (HARTSEL et
al., 2019). As substancias parecem atingir estado de equilibrio farmacologico com
tratamento continuo (FERNANDEZ-TRAPERO et al., 2020) ou utilizagio de altas doses
em curto periodo (terapia de ataque) (VAUGHN et al., 2020).

A eliminacdo desses compostos se da preferencialmente por via fecal (com excrecao
biliar) e, em menor nivel, renal, podendo haver recirculacdo enterohepatica (GARRETT
e HUNT, 1977; BRUTLAG e HOMMERDING, 2018). Os metabdlitos urinarios de CBD
e THC em cées diferiram daqueles identificados em seres humanos (SAMARA et al.,
1990; FRASER, 1998; TEITLER, 2009). VAUGHN et al. (2020) foram capazes de
detectar niveis séricos de CBD e THC até uma semana apds descontinuacdo dos
tratamentos com as substancias em cées.

Quando comparado ao CBD, THC exibiu maior biodisponibilidade (CHICOINE et
al., 2020) e meia-vida plasmatica mais longa (30 horas) apds administracao oral em cées
(FITZGERALD et al., 2013). Sugere-se que a administracdo de compostos contendo
CBD com finalidade terapéutica em cées deve se dar, no minimo, a cada 12 horas devido
a meia-vida plasmatica mais curta da substancia, entre uma e cinco horas (BARTNER et
al., 2018; GAMBLE et al., 2018; DEABOLD et al., 2019; CHICOINE et al., 2020). A
associacdo de THC ao CBD pode tornar necessaria a utilizacéo de doses mais baixas (por
seus efeitos intoxicantes) (VAUGHN et al., 2020), assim como de maiores intervalos de

administracdo (por sua meia-vida mais longa).
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1.3 EPILEPSIAS EM CAES

As epilepsias s&o um conjunto de desordens cronicas cerebrais caracterizadas por
predisposicdo a apresentar crises epilépticas esponténeas e recorrentes (CHANDLER,
2006). Trata-se do distdrbio neurolégico crénico mais frequente em cédes (GALUCCI et
al., 2017), com incidéncia estimada de 0,75% na espécie (HESKE et al., 2014). Segundo
Consensos Internacionais de Epilepsia Humana e Veterinaria, considera-se epiléptico o
paciente que tenha apresentado pelo menos duas crises epilépticas ndo-reativas — ou seja:
descartados fatores desencadeantes de origem toxica ou metabdlica - intervaladas em, no
minimo, 24 horas (MARIANI et al., 2013; BERENDT et al., 2015; FISHER et al., 2017).

As epilepsias caninas podem ser classificadas em idiopaticas ou estruturais quanto a
sua origem etiologica (BERENDT et al., 2015). Nas epilepsias idiopaticas alteracdes
genéticas sdo consideradas as provaveis causas da doenca quando se tem confirmacéo por
analises genéticas, histdrico familiar ou incidéncia racial superior a 2% (HULSMEYER
et al., 2015). Além disso, ainda que ndo haja indicio de heranca genética pode-se
estabelecer diagndstico de epilepsias idiopéticas de origem desconhecida ap6s exclusdo
de possiveis causas estruturais, metabdlicas ou toxicas (MARIANI, 2013). Ja as
epilepsias estruturais, de menor prevaléncia em caes (HALL et al, 2020), sdo aquelas em
que a presenca de leséo cerebral, principalmente de origem degenerativa, andmala,
infecciosa, inflamatoria, neoplésica, traumatica ou vascular confimada por exames
complementares, é responsavel por gerar crises epilépticas recorrentes e déficits
neuroldgicos (BERENDT et al., 2015).

As crises epilépticas ocorrem em decorréncia de alteragdo na atividade elétrica
cerebral por excitacdo anormal e/ou ativacao sincronizada de neurdnios (DE RISIO e
PLATT, 2014). Nas crises epilépticas focais os neurbnios acometidos se localizam em
um foco especifico limitado em um dos hemisférios cerebrais, enquanto nas crises
epilépticas generalizadas o estimulo epiléptico é difusamente distribuido pelo parénquima
cerebral em ambos os hemisférios. Ha ainda crises de inicio focal que evoluem para
generalizacdo, 0 que parece ser a apresentagdo mais comum em cédes (BERENDT e
GRAM, 1999; BERENDT et al., 2002; PATTERSON et al., 2003; HULSMEYER et al.,
2010; FREDSO et al., 2017). A distingdo entre crises epilépticas simples ou complexas
de acordo com o nivel de consciéncia ndo é mais indicada na medicina veterinaria
(BERENDT et al., 2015).
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De maneira geral, os eventos podem se apresentar como sinais paroxisticos e
estereotipados de duracdo de segundos a poucos minutos, com manifestacdo motora,
autondmica ou comportamental, focal ou generalizada, que podem ser precedidos por
sinais pré-ictais e seguidos por sinais pos-ictais (BERENDT e GRAM, 1999 ; BERENDT
et al., 2015). Sincope, distirbios do sono REM, narcolepsia/cataplexia, fraqueza
neuromuscular, colapso metabolico, alteracdo vestibular, desordem do movimento,
tremor, dor e alteracBes comportamentais também podem se apresentar como eventos
episddicos e, por isso, sao considerados diferenciais ou imitadores de crises epilépticas
em cdes (DE RISIO et al., 2015).

Quanto ao diagnostico, o primeiro passo na abordagem de cdo com histdrico de
alteragdo transitdria deve ser tentar determinar se o evento provavelmente teve ou ndo
origem epiléptica, o que nem sempre é tarefa simples (especialmente para as crises focais)
(DE RISIO e PLATT, 2014). A observacdo de descargas epileptiformes no
eletroencefalograma (EEG) é considerada o padrdo ouro no diagndstico de crises
epilépticas na medicina humana (SMITH, 2005) e veterinaria (DE RISIO et al., 2015).
H4, no entanto, dificuldades praticas na realizacdo e interpretacdo desse exame em cées,
além de uma aparente menor sensibilidade na detec¢do dos marcadores eletrograficos de
crises epilépticas na espécie (BRAUER et al., 2012; KURAL, 2020). Assim, o
diagndstico acaba sendo clinico, baseado na filmagem dos episddios ou, na
impossibilidade do registro, na descricio detalhada dos eventos pelos tutores (MUNANA
et al., 2020). Para tanto, é necessario conhecer as principais caracteristicas clinicas das
crises epilépticas em cdes e de seus diferenciais e levantar informacdes relevantes no
historico e anamnese como: estado clinico do animal entre 0s eventos, presenca de fator
precipitante ou de alteracdo que anteceda ou suceda os episédios, descricdo completa dos
eventos principalmente quanto ao nivel de consciéncia, sinais autonémicos, tonus
muscular, duracao e simetria dos sinais (DE RISIO e PLATT, 2014) (Quadro 1). Segundo
PACKER et al., (2015), diagndstico e classificacdo de crises epilepticas em cées podem
estar relacionados a baixos niveis de concordancia mesmo entre médicos veterinarios

especializados em neurologia.

Quadro 1 - Apresentacdes classicas de crises epilépticas e de seus diferenciais em
caes (Adaptado de DE RISIO et al., 2015)
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Parametro clinico

Crise epiléptica

Outros eventos
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Descricéo do evento

Apresentacdo  clinica
variavel de acordo com a
regido cerebral
envolvida e extenséo do
foco epileptogénico
(crise epiléptica focal ou
generalizada).

Pode ser precedida por
alteracBes pré- ictais e
seguida por alteracdes
pos-ictais.

Inicio agudo de sinais
motores, autonémicos
e/ou comportamentais

que podem ser
estereotipados. Pode ou
ndo haver perda da
consciéncia, porém nas
crises generalizadas
geralmente ha algum
nivel de alteracdo de
consciéncia. O
envolvimento de
musculatura orofacial é
bastante frequente.
Duracdo meédia de

segundos a 2-3 minutos.

Sincope e colapso metabolico:

colapso  agudo e  subito,
geralmente com reducdo de tonus
postural e perda de consicéncia,
recuperacdo rapida ao estado
normal, podendo ou ndo haver
cianose, miccdo/defecacdo e
tremores (sincope convulsiva).
Frequentemente relacionados a
exercicio.
Distirbios do sono REM:
manifestacbes ndo usuais como
movimentos bruscos, vocalizacao,
mastigacdo, mordeduras durante o
sono que cessam com o despertar.
Narcolepsia/cataplexia:  colapso
subito com perda de ténus postural
e de consciéncia, de duracéo breve
(segundos a minutos), precedido
por agitacdo, brincadeira,
alimentacao.

Fraqueza neuromuscular: colapso
subito relacionado a exercicio, que
melhora com descanso e €
precedido por andar rigido ou
curtas.

passadas AltracGes

~

geralmente  tém inicio em
membros pélvicos, evoluindo para
membros toracicos e musculatura
cervical (ventroflexdo do
Pescogo).

Alteracdo vestibular aguda: Inicio

agudo de Head tilt, nistagmo,
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desequilibrio, ataxia vestibular,
quedas, andar em circulos. Pode
ter duracéo breve.

Desordem do movimento,
Tremor: distonia, coréia, balismo,
atetose, tremores de cabeca
(direcdo horizontal ou vertical),
alteragOGes posturais, inabilidade
em se manter de pé ou deambular.
Pode durar minutos a horas. Em
alguns casos o tutor é capaz de
interromper o0 episddio  (por
exemplo oferecendo alimento ou
brinquedo durante o evento em
cdes com tremor de cabeca
idiopético).

Dor: apresentacdo aguda de
vocalizacdo, sialorréia, midriase,
tremores, fasciculagdes
musculares, postura antalgica,
lambedura excessiva,
agressividade, “corridas  pela
casa”. Duracdo de minutos a
horas. O animal pode urinar ou
defecar durante o episédio.
Alteracdo comportamental: andar
compulsivo, vocalizagéo,
lambedura excessiva, aparentes
alucinagbes ou perseguicdo de
objetos imaginarios ou da cauda,
mastigacdo. Podem durar minutos
a horas e podem ser precedidos
por situacOes estressantes.
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Estado clinico entre os

eventos

Normal em epilepsias
idiopaticas, historico de
sinais  clinicos  de
sindromes cerebrais nas
epilepsias estruturais ou
normal ou presenca de
sistémicos

sinais em

crises epilépticas
reativas (alteracOes
metabolicas ou

intoxicacOes).

Sincope:normal ou presenca de
alteracdes sugestivas de alteracao
cardiovascular (cianose, tosse,
intolerancia a exercicio, dispnéia e
etc)

do REM,

Narcolepsia/cataplexia, Desordem

Disturbios sono
do movimento, Tremores:
normal
Alteracdo  vestibular  aguda:
normal ou persisténcia de sinais
sutis de desordem vestibular (head
tilt, nistagmo e etc)

Fraqueza neuromuscular: normal
ou resisténcia a exercicio, paresia,
hipotrofia, dor muscular, redugao
de reflexos espinhais, disfagia,
regurgitacdo, disfonia, dispnéia.
Colapso metabdlico: normal ou
sinais sugestivos de alteracdo
de

prostracdo, mucosas hipocoradas,

metabolica (perda peso,
fraqueza, etc)

Dor: normal ou manifestacdo de
dor sutil ou evidente (resisténcia a
manipulacdo, dor a palpacéo,
agressividade, vocalizacdo,

agitacdo, prostracdo, estresse,
postura antalgica, comportamento
antisocial,
tremores,taquipnéia/taquicardia,
lambedura excessiva localizada e

etc).
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Alteracéo comportamental:
normal ou historico de ansiedade,

agitacdo, medo, agressividade
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Presenca de evento
precipitante? Ocorre
com animal calmo ou

agitado/em exercicio?

Podem existir gatilhos

especificos como
estresse, ansiedade,
medo, sons ou luzes,

mas geralmente ocorre

quando animal esta
calmo, em repouso ou

dormindo.

Sincope, colapso metabolico:
exercicio/movimentacao/agitacédo
Distarbios do sono REM:

Sono

Narcolepsia/cataplexia:
excitacdo/alimentacéo

Fraqueza neuromuscular:
atividade/exercicio
Colapso metabolico:
frequentemente relacionado a
atividade/exercicio

Alteracdo vestibular aguda: ndo ha
evento precipitante

Desordem do movimento, tremor:

Pode ndo  haver  evento
precipitante ou ocorrer com
exercicio, excitacdo, estresse,

movimentacao
Dor:

especificas, toque, manipulacdo

movimentos ou posturas
Alteracédo comportamental:
gatilhos especificos (medo, por

exemplo)
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Apresentacdo apos

evento

0

Alteracdes pods ictais
como desorientacéo,
agressividade, sede ou
apetite exagerados,
déficit visual, agitacao,
andar compulsivo,
letargia, sonoléncia,
incoordenacao,  déficit
proprioceptivo podem se
manter por minutos ou

horas.

Pode haver agressividade,
agitacdo ou sonoléncia apds o0s
eventos, 0 que, no entanto, nao é

comum.
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Nivel de consciéncia

durante o evento

O animal pode ou néo
apresentar-se
alerta/responsivo
durante o evento. Nas
crises generalizadas
frequentemente havera
perda de consciéncia.
ha
de

consciéncia o tutor ndo é

Mesmo  quando

manutencao
capaz de cessar ou
interferir no curso do
evento (oferecendo

alimento, brinquedo etc)

Sincope e colapso metabolico:
nivel de consciéncia rebaixado. O
tutor geralmente ndo é capaz de
interferir no curso do evento.

Disturbios do sono REM: estado
de sono. O tutor geralmente é
capaz de despertar o animal e,
assim, cessar o evento facilmente.
Narcolepsia/cataplexia: se

somente  cataplexia, animal
apresenta perda de tonus postural
e sonoléncia, porém mantém o
de Na

narcolepsia, apresenta

nivel consciéncia.
animal
perda de tonus e estado de sono
durante os eventos.

Fraqueza neuromuscular: nivel de
consciéncia mantido.

Alteracdo vestibular aguda, dor,
alteracédo comportamental:

geralmente normal ou
desorientacao.

Desordem do movimento e
tremor: normal. Em alguns casos o
tutor pode ser capaz de interferir
no curso do evento oferecendo

alimento ou brinquedo.
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Presenca  de

autonbmicos?

sinais

Podem ou ndo estar
presentes salivacéo,
miccao, defecacéo,
midriase, piloerecéo.

Sincope, colapso metabolico e
dor:

Pode haver miccdo, defecacdo,
taquicardia ou arritmias
transitorias (sincope).

Alteracdo vestibular aguda:

Pode haver vomito.

Disturbios do sono REM,
Narcolepsia/cataplexia,
Fraqueza neuromuscular,
Alteracdo comportamental,
Desordem do movimento,
Tremor: auséncia de sinais

autondmicos.
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Toénus muscular,
presenca de movimentos
involuntarios durante o

evento?

Toénus muscular

aumentado (crises
tonicas), hipertonicidade
alternada com
movimentos  clonicos
(crises tdnico-clénicas),
Mioclonias (crises
mioclénicas) ou perda
de ténus postural (crises

atdnicas).

Sincope, Colapso metabdlico,
Narcolepsia/cataplexia, Fraqueza
neuromuscular: geralmente tonus
flacido sem movimentos
involuntarios

Distlrbios do sono REM: tonus

normal ou aumentado com
movimento involuntarios
Alteracdo  vestibular  aguda:
reducdo unilateral do tbnus
muscular extensor

Alteracdo comportamental:

normal com ou sem movimentos

involuntérios

Desordem do movimento,
Tremor: tbnus normal ou
aumentado (focal ou

generalizado) e presenca de
movimentos involuntérios

Dor:  geralmente  espastico,
podendo apresentar tremores ou
fasciculacdes.

Alteracdo comportamental: tdnus
normal com ou sem movimentos

compulsivos.
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Presenca  de
lateralizados

simétricos?

sinais

ou

Possivel que hajam

sinais  simétricos ou

assimétricos nas crises.

Sincope, Colapso metabdlico,
Narcolepsia/cataplexia, Fraqueza
Neuromuscular:

Simétricos

Alteracéo vestibular:

Geralmente assimétricos
Distarbios do sono REM,
Desordem do movimento,
Tremor,

Dor,

Alteracdo comportamental:
Possivel que haja manifestacdo

simétrica ou assimétrica

Duracédo do evento

Mais comum: segundos

a 3 minutos

Possivel mais de 5
minutos (status
epilepticus)
Extremamente

incomum: duracdo de

horas a dias

Sincope, Colapso metabdlico,
Segundos Narcolepsia/cataplexia,
Dor, Disturbios do sono REM:
Segundos a minutos
Fraqueza neuromuscular,
Alteracdo comportamental:
minutos a horas
vestibular
do

Tremor: segundos a horas

Alteracédo aguda,

Desordem movimento,
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medicamentos
antiepilépticos?
(Tentativa

diagnostico terapéutico)

Resposta a

de

Geralmente sim

Sincope, Colapso metabdlico,
Sindrome  vestibular  aguda,
Fraqueza neuromuscular,

Narcolepsia/cataplexia: ndo
Dor:

antiepilépticos com propriedade

geralmente responsiva a

analgésica como gabapentina e

pregabalina

Disturbios do sono REM,
Alteracédo comportamental,
Desordem do movimento,

Tremor: possivel/infrequente.

Outras observagoes

Dias a 30 minutos antes
da

eventos,

ocorréncia dos

podem  ser
observadas  alteracdes
pré-ictais como
ansiedade, agitacao,

apego exagerado ao

tutor, medo, sono
agitado, comportamento
antissocial,
agressividade e
vocalizacdo
Cianose pode ou néo

ocorrer durante o evento

Geralmente ndo se observam

alteragbes que precedem o0s
eventos nao epilépticos.

Caso seja observada cianose é
importante  investigar  eventos
cardiovasculares como sincope,

em que essa observagao € comum.

Uma vez determinado que tratam-se de crises epilépticas, 0 proximo passo deve ser

confirmar ou excluir possiveis origens intra ou extracranianas que, caso presentes,

também devem ser tratadas (HALL et al., 2020). Para tanto, a correlagdo dos dados

obtidos no histérico e anamnese com achados de exames fisico, neuroldgico e
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complementares é essencial (Quadro 2). A suspeita de crises epilépticas acompanhada
por histdrico ou observacao ao exame neurolégico de alteracGes relacionadas a sindromes
cerebrais é condicdo sugestiva de epilepsia estrutural (FREDSO et al., 2017). J& o
diagnostico de epilepsia idiopatica pode ser dado nos cées com historico de crises
epilépticas, avaliacOes fisica e neurologica inalteradas e exames complementares normais
(PODELL et al., 2015). Segundo consenso em epilepsia veterinaria (DE RISIO et al.,
2015), sdo considerados exames de triagem hemograma, perfil bioquimico hepatico e
renal, avaliacdo de ions calcio, potassio, sodio, cloro, fésforo, urinalise e glicemia em
jejum, devendo ser solicitados em todos os cdes com histdrico de crise epiléptica. J& 0s
exames complementares mais complexos como mensuracao de acidos biliares pré e pés
prandiais, afericdo de pressdo arterial, fundoscopia, perfil infeccioso, investigacao
toxicoldgica, ressonancia magnética de encéfalo, exame do liquido cerebroespinhal e
EEG sdo recomendados para aqueles animais com suspeita de etiologia especifica
(epilepsia estrutural ou crises epilépticas reativas) ou que demonstrem resposta

insatisfatoria ao tratamento farmacoldgico jé instituido.

Quadro 2 - Caracteristicas das epilepsias idiopaticas, estruturais e crises epilépticas
reativas em cdes (Adaptado de DE RISIO et al., 2015 e HALL et al., 2020)

Origem  das | Histdrico e | Exame fisico | Exame Exames

crises anamnese neuroldgico complementares
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Epilepsias

idiopaticas

Inicio dos
eventos
geralmente entre
6 meses e 6 anos
de idade;
Auséncia de
historico de
sinais
indicativos  de
sindromes
cerebrais;
Pertencentes a
racas com
predisposicdo a
apresentar
epilepsias

idiopéticas.

Normal

Normal
*pode estar
alterado em
animais  com
histérico de
medicacdo ou
crises
epilépticas
recentes
(geralmente
apresentando
déficits

simétricos)

Normais
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Epilepsias

estruturais

Os eventos
podem  ocorrer
em qualquer

idade, porém ha

maior  suspeita
quando 0S
episodios  tém
inicio em
animais com

menos de 6
meses ou mais

de 6 anos de

idade ou que
apresentem
como primeira

manifestacédo
crises
epilépticas em
cluster ou status
epilepticus;
Histdrico de
alteracoes
sugestivas  de
sindromes
cerebrais
(depressdao  de
estado mental,
andar em
circulos, andar
compulsivo,
head turn, head
pressing,

alteracdo do

Pode

alterado de

estar

acordo com a
causa primaria
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1.3.1 TRATAMENTO FARMACOLOGICO NO BRASIL

O histdrico de uma Unica crise epiléptica ndo implica necessariamente no diagndstico
de epilepsia ou em grande chance de recorréncia do evento e, assim, na necessidade de
iniciar tratamento (MARSON, 2008). A decisdo de quando instituir a terapia e de que
farmaco utilizar deve ser tomada de maneira individualizada levando-se em conta
intensidade e frequéncia dos episodios, raca, idade, historico de crises em cluster ou status
epilepticus, possivel etiologia da epilepsia ou das crises epilépticas, saude geral e
comorbidades, eficacia e efeitos adversos dos farmacos, experiéncia do médico
veterindrio e caracteristicas do tutor como estilo de vida, condicdo financeira e
preferéncia pessoal (DE RISIO e PLATT, 2014). As recomendac@es gerais para inicio de

tratamento em cées com histdrico de crises epilépticas estdo sumarizadas no Quadro 3.

Quadro 3 - Indicagdes para inicio de terapia em cdes com histérico de crise
epiléptica (Adaptado de BHATTI et al., 2015).

e Ter apresentado no minimo duas crises epilépticas nao reativas em um periodo
de seis meses;

e Estar apresentando piora progressiva na frequéncia ou intensidade das crises
epilépticas;

e Ter historico de status epilepticus (crise de duracdo superior a 5 minutos ou
ocorréncia de duas crises em 24 horas sem que haja recuperac¢ao total do nivel
de consciéncia) ou crises em cluster (ocorréncia de pelo menos duas crises
epilépticas em 24 horas);

e Histdrico de alteracBes pos-ictais graves ou de duragdo superior a 24 horas;

e Diagnostico de doenca estrutural cerebral (recente ou antigo);

e Cdéo de raca relacionada a epilepsia de dificil controle (Border Collie, Pastor
Aleméo e Bull Terrier, entre outras)

A terapia pode ser subdividida em: tratamento emergencial do status epilepticus ou
das crises epilépticas em cluster, manejo de crises epilépticas reativas e tratamento

crénico das epilepsias (DE RISIO e PLATT, 2014), sendo o ultimo o foco desta revisao.
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O tratamento cronico das epilepsias visa principalmente reduzir frequéncia e intensidade
de crises epilépticas com o minimo de efeitos colaterais possivel. E realizado sobretudo
por meio da utilizagdo de farmacos antiepilépticos — atualmente denominados
medicamentos anti-crise, pois tém em sua maioria 0 objetivo de suprimir crises
epilépticas sem tratar os mecanismos que contribuem para a epileptogénese (FRENCH e
PERUCCA., 2020). O tratamento geralmente tem inicio em monoterapia por seu custo
inferior, melhor adesdo do tutor, menos efeitos colaterais e menor potencial para
interacdes medicamentosas (DE RISIO e PLATT, 2014). A escolha do farmaco a ser
empregado como primeira linha deve ser individualizada (porém, embasada
cientificamente) e levar em conta fatores relacionados ao animal (tipo e frequéncia de
crises epilépticas, possivel etiologia da epilepsia, presenca de comorbidades e utilizacdo
crbnica de outros medicamentos), ao tutor (preferéncia pessoal, estilo de vida, situacdo
financeira, nivel de instrucdo, habilidade de suportar efeitos colaterais e adesdo ao
tratamento) e ao farmaco (legislacdo, disponibilidade, seguranca, tolerabilidade,
mecanismo de acdo, eficicia, metabolismo, farmacocinética, interaces, formulacéo,
valor, frequéncia de administracdo) (DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al., 2015).

Uma vez instituido, o tratamento antiepiléptico € frequentemente mantido por toda a
vida do cdo, uma vez que trata-se de terapia sintomatica e ndo curativa (DE RISIO e
PLATT, 2014). Casos especificos de animais que apresentam crises epilépticas reativas
intensas ou historico de trauma cranioencefalico podem requerer tratamentos agudos ou
preventivos por periodo determinado (ZIMMERMAN et al., 2009; FRIEDENBERG et
al., 2012). Ha, ainda, descricdo de sindrome epiléptica “benigna” juvenil autolimitante
(em que ha remissdo espontanea das crises epilépticas independente de tratamento) na
raca canina Lagotto Romagnolo (JOKINEN et al., 2007).

A descontinuacdo gradual da terapia pode ser sugerida em caes que estejam livres de
crises ha no minimo um a dois anos, com risco de recorréncia dos episodios. GESEL et
al. (2015) avaliaram a suspensao do tratamento antiepiléptico em 11 cdes com epilepsia
presumida idiopatica tratados com fenobarbital, brometo de potassio, zonisamida ou
imepitoina (10 deles em monoterapia e um em politerapia) livres de crises epilépticas por
trés meses a cinco anos. Destes, quatro (36.4%) permaneceram livres de crises epilépticas
por sete anos e sete (63.6%) apresentaram recorréncia dos episodios, sendo que dois
destes (25.6%) foram eutanasiados pois nédo foi possivel obter o controle de crises com a

nova terapia instituida. Ainda, o desenvolvimento de efeitos colaterais graves pode

59



determinar a necessidade de suspensdo ou alteracdo do tratamento (DE RISIO e PLATT,
2014).

O objetivo primério do tratamento cronico das epilepsias € erradicar os episddios, o
que é alcancado em menos de um terco dos pacientes humanos (KWAN e BRODIE,
2000) e caninos (BERENDT et al., 2002; HULSMEYER et al., 2010; GULLOQV et al.,
2012). J& o objetivo secundario (ou sucesso terapéutico parcial) pode ser alcangado na
maioria dos casos e é caracterizado por redugdo superior a 50% na frequéncia e gravidade
das crises epilépticas e prevencdo da ocorréncia de status epilepticus ou crises epilépticas
em cluster (DE RISIO e PLATT, 2014).

Fatores individuais genéticos e/ou clinicos podem influenciar a responsividade ao
tratamento de cées epilépticos. As racas collies e pastoras podem exibir resposta reduzida
a farmacos anticonvulsivantes relacionada a diversas condicdes, entre elas mutacdo do
gene ABCB1 (MDR1) que codifica a glicoproteina P (ALVES et al., 2011). Acreditava-
se que iniciar o tratamento precocemente, logo apds a primeira crise epiléptica,
aumentava as chances de sucesso terapéutico (HEYNOLD et al., 1997). Sabe-se
atualmente que outros fatores clinicos estdo correlacionados com o indice de controle de
crises epilépticas. Historico de apresentacdo de crises focais, status epilepticus, crises em
cluster e alta frequéncia de crises indicam fendtipos graves de epilepsias com maior
chance de farmacorresisténcia em cédes e outras espécies (HEYNOLD et al., 1997;
KWAN e BRODIE, 2000; VOLK et al., 2008; HULSMEYER et al., 2010; LOSCHER e
BRANDT, 2010; WEISSL et al., 2012; NORONA e VOLK, 2020). Sdo considerados
farmacorresistentes ou refratarios a terapia os caes que apresentam reducéo da frequéncia
dos episodios inferior a 50% mesmo quando tratados com duas drogas antiepilépticas
escolhidas e empregadas adequadamente (farmacos seguros e eficazes para a espécie,
administrados com intervalo correto, em nivel terapéutico adequado) (MUNANA, 2013;
POTSCHKA et al., 2015). Acredita-se que aproximadamente um a cada trés caes com
epilepsias idiopaticas tratados com as drogas de primeira escolha (fenobarbital e brometo
de potassio) possam ser considerados farmacorresistentes (PODELL e FENNER, 1993;
PATTERSON, 2013; POTSCHKA et al., 2015). Ndo se deve, no entanto, atribuir
farmacorresisténcia aqueles animais com falha no tratamento. A baixa adesdo dos tutores
a terapia prescrita parece ser causa comum de insucesso terapéutico. Assim, promover
sua conscientizacdo pode ser determinante no desfecho clinico (DE RISIO e PLATT,
2014). Os tutores devem entender, por exemplo, que € comum a ocorréncia de efeitos

colaterais principalmente nos primeiros dias de tratamento, que a suspensao dos farmacos
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sem indicacdo profissional pode resultar na recorréncia de crises epilépticas de dificil
controle e que a permanéncia de crises epilépticas esporadicas ndo € necessariamente
sinbnimo de ineficacia da terapia. Além disso, sdo causas de pseudo farmacorresisténcia
a ndo identificacdo e tratamento de causa primaria para as crises epilépticas (NORONA
e VOLK, 2020), utilizacdo de farmacos inapropriados para a espécie ou em esquemas
terapéuticos inadequados e auséncia de monitorizacdo por meio de checagem de nivel
sérico das drogas (POTSCHKA et al., 2015).

1.3.1.1 FENOBARBITAL

Fenobarbital € um medicamento barbitdrico com propriedades hipnética e
sedativa cujo efeito antiepiléptico foi descrito pela primeira vez em 1912
(HAUPTMANN, 1912). Logo se revelou mais eficaz e menos toxico que os brometos,
unico farmaco antiepiléptico disponivel a época, tendo rapidamente se tornado a nova
medicacdo de escolha no tratamento das epilepsias em seres humanos (GUERREIRO e
GUERREIRO, 2014). Seu principal mecanismo de agdo parece se dar por meio do
aumento do tempo de abertura de canais de cloreto em receptores GABA-A (&cido gama-
aminobutirico - A) na membrana pds sinaptica em neurénios do SNC. Além disso, pode
aumentar a afinidade do GABA por seus receptores e reduzir a excitacdo mediada por
glutamato por meio da inibicdo de canais de calcio voltagem-dependentes em terminais
pré-sinapticos (NARDOU et al., 2011). E considerado medicamento antiepiléptico de
primeira geracdo, sendo a droga com histérico mais longo de utilizacdo para tratamento
das epilepsias na medicina veterinaria (PODELL et al., 2016).

Apesar de ndo haver formulacdo comercial direcionada especificamente aos animais,
encontra-se disponivel no Brasil para prescricdo médico veterinaria em apresentagdes
para uso oral (comprimidos e solucdo) e injetavel (aplicagdes intramuscular e
endovenosa). Apos administracdo oral em cdes, o acido 5-etil-5-fenilbarbitdrico apresenta
absorcéo dentro de duas horas, podendo ser comprometida quando acompanhado de
alimento. Demonstra boa biodisponibilidade (aproximadamente 90%) e maxima
concentracdo plasmatica entre trés a cinco horas (DE RISIO e PLATT, 2014).
Aproximadamente 45% do farmaco parece se ligar a proteinas plasmaticas. A maior parte
do medicamento é metabolizada pelo figado, sendo até 25% eliminado por via renal em
sua forma ndo metabolizada (PODELL et al., 2016). A droga ¢ potente indutora da sintese

e atividade de enzimas hepaéticas, incluindo FA, glucoronil e glutationa-transferases e
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componentes do citocromo p450 hepatico, particularmente das isoformas CYP1A,
CYP2B, CYP2C, CYP3A (GASKILL et al., 2004; STABILE etal., 2017). Sua meia-vida
de eliminacdo em cdes adultos é de 37 a 73 horas ap6s multiplas administracdes orais
(RAVIS et al., 1984).

Segundo DE RISIO e PLATT (2014), a dose recomendada para inicio de terapia
antiepiléptica na espécie canina é de 2,5 a 3,0 mg/kg por via oral a cada 12 horas. Sua
estabilizagdo farmacocinética € atingida ap6s duas a trés semanas de inicio de terapia (ou
alteracdo de dose), quando deve-se realizar mensuracao de seus niveis sericos. Até entao,
seu efeito terapéutico pode ser limitado. Apds mensuracdo plasmética a dose de
manutencdo do farmaco deve ser ajustada para cada paciente de acordo com nivel sérico,
controle de crises e efeitos colaterais. O intervalo de referéncia de nivel plasmatico do
fenobarbital para cdes tradicionalmente citado na literatura e utilizado por muitos
laboratdrios é de 15 a 45 pg/mL (FARNBACH, 1984; SCHWARTZ-PORSCHE et al.,
1985; LEVITSKI e TREPANIER, 2000). Referéncias mais atuais sugeriram que se
busque nivel sérico entre 20 - 25 e 35 pug/mL para controle adequado das crises epilépticas
(DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al., 2015). Ainda, cdes tratados em associacao
ao brometo de potassio podem ter seus episodios controlados com niveis séricos de
fenobarbital inferiores a 23 pg/mL (TREPANIER et al., 1988).

A relevancia do horario de coleta de sangue para avaliacdo de nivel sérico é
controversa. Teoricamente, a partir do momento em que se alcanca a estabilizacdo
farmacocinética a droga deve apresentar flutuacbes diarias minimas em seus niveis
séricos. Porém, em cdes que receberam doses acima de 5 mg/kg do fenobarbital a cada
12 horas pareceu haver variacdo importante nesses valores, tendo sido recomendada
realizacdo de coleta de sangue sempre em horario fixo (MONTEIRO et al., 2009). Além
disso, alguns cdes em terapias crénicas podem apresentar reducdo progressiva da meia-
vida plasmatica do farmaco, principalmente por conta de auto-inducdo de seu
metabolismo hepatico (MUNANA, 2013). Nesses pacientes, a mensuracio dos maiores
e menores valores de niveis séricos diarios por meio de coletas de sangue apds quatro e
doze horas de administracdo pode permitir essa constatacdo (LEVITSKI e TREPANIER,
2000). STABILE et al. (2017) relataram administracao de doses de 2,7 a 5,5 mg/kg do
fenobarbital a cada oito horas em cdes em tratamentos cronicos com fenobarbital com
indicio laboratorial de reducdo de sua meia-vida plasmatica. Nesses animais, a reducao
dos intervalos de tratamento foi relacionada a melhora importante dos efeitos colaterais e

reducdo da frequéncia de crises epilépticas.
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Segundo BHATTI et al. (2015), em cdes com historico de crises epilépticas em
cluster, status epilepticus ou crises epilépticas frequentes pode-se iniciar a terapia
empregando-se doses mais elevadas do farmaco visando atingir estabilizagdo sérica mais
precocemente e assim, efeito terapéutico no controle de crises mais rapidamente (terapia
de ataque). Uma opcéo descrita € a administracdo de 15-20 mg/kg do fenobarbital por
via endovenosa, intramuscular ou oral dividida em multiplas doses de 3-5 mg/kg em 24
horas. Apos, a terapia deve permanecer em dose de manutencdo, com coleta de sangue
para mensuracao dos niveis séricos apds quatro dias.

A inducdo da atividade microssomal dos hepatdcitos implica em risco aumentado de
desenvolvimento de lesdo hepética e na possibilidade de aumento na velocidade de
metabolizacdo de xenobidticos e compostos enddgenos (VILLENEUVE e PICHETTE,
2004). Assim, a principal contraindicacdo da terapia com fenobarbital se da em animais
com disfuncdes hepéticas (DE RISIO e PLATT, 2014). Hepatotoxicidade reversivel é
relatada em cdes recebendo doses altas da droga por longos periodos (niveis séricos
superiores a 40 pg/mL por 39 meses) (DAYRELL-HART et al., 1991). Para
acompanhamento sugere-se monitorar bioquimica sérica hepatica e niveis séricos do
fenobarbital a cada trés a seis meses.

A droga pode apresentar interagdo farmacoldgica com diversas substancias. Entre
estas, alguns medicamentos empregados também na prevencao de crises epilépticas em
cdes como benzodiazepinicos e levetiracetam que tém suas concentracdes plasmaticas
reduzidas quando associados ao fenobarbital (BHATTI et al., 2015). Por outro lado,
substancias que inibem a atividade das enzimas do citocromo p450 hepéatico como
omeprazol, trimetoprim, silimarina (DE RISIO e PLATT, 2014) e fitocanabinoides tém
potencial para reduzir seu metabolismo e gerar toxicidade. Assim, a utilizacdo de
politerapia em cées epilépticos requer o conhecimento das potenciais interacfes
farmacologicas e acompanhamento dos niveis séricos do fenobarbital.

Segundo CHARALAMBOUS et al. (2016), o farmaco geralmente ¢ bem tolerado
guando empregado dentro do nivel terapéutico de referéncia. Nas primeiras semanas de
tratamento, o cdo pode apresentar sinais temporarios de sedacdo, ataxia, polifagia,
polidipsia/politria, excitacdo, agitagdo e agressividade.  Hepatotoxicidade,
anemia/trombocitopenia/neutropenia, dermatite necrolitica superficial, pancreatite,
hipoalbuminemia e discinesias sdo alteragdes relatadas como idiossincraticas, com
resolucdo apds descontinuacdo da droga. A utilizagdo do fenobarbital em cées estd

frequentemente relacionada a elevacdo das enzimas hepéticas, hipercolesterolemia,

63



hipertrigliceridemia e reducdo dos hormdnios tireoidianos ndo necessariamente
relacionados a condi¢des patoldgicas (DE RISIO e PLATT, 2014).

Dentre as drogas disponiveis no Brasil, o fenobarbital é indicado como primeira
escolha no tratamento cronico de cées epilépticos devido a seu perfil farmacocinético que
permite duas administrac6es diarias, seguranca, baixo custo e robusta evidéncia cientifica
de eficcia no controle das crises epilépticas na espécie (CHARALAMBOUS et al., 2014;
DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al.; 2015). PODELL et al. (2016) revisaram oito
estudos envolvendo 311 cdes epilépticos tratados com a droga, tendo sido observada
reducdo global de 50% na frequéncia de crises epilépticas (objetivo secundario da terapia
ou sucesso terapéutico parcial) em 82%, supressao absoluta de crises (objetivo primario)
em 31% e auséncia de resposta em 15%. Quando empregado em monoterapia, 0
fenobarbital parece reduzir a frequéncia de crises epilépticas em 60 a 93% dos cées
guando seus niveis séricos se encontram entre 25 e 35 pg/mL (DE RISIO e PLATT,
2014). N&o h& estudos que avaliem o fenobarbital como droga de associagdo no
tratamento das epilepsias em cdes, por sua recomendacdo atual de primeira linha de
tratamento na espécie (PODELL et al., 2016). Quando comparado com a droga de
segunda linha, o brometo de potéassio, o fenobarbital em monoterapia demonstrou maior
eficacia no controle de crises epilépticas com menos efeitos colaterais (BOOTHE et al.,
2102).

Sdo considerados resistentes ao tratamento com fenobarbital cdes que continuam a
apresentar crises epilépticas excessivas (0 que € conceito um tanto subjetivo) ou reducéo
da frequéncia de crises inferior a 50% ap6s no minimo duas a trés semanas de terapia,
com niveis séricos da droga no limite superior (30 a 35 pg/mL) (CHANG et al., 2006;
WESSMANN et al., 2012). Nestes pacientes a recomendacdo geral € a de manter terapia
com fenobarbital e iniciar tratamento com segunda droga de escolha em associacdo
(frequentemente brometo de potassio). Nos caes que apresentem efeitos colaterais graves
deve-se avaliar a descontinuacdo da droga, se possivel gradualmente, paralelamente a
adicdo de novo medicamento. Nesses casos, um esquema sugerido é a redugdo de 50%
da dose do fenobarbital por semana (DE RISIO e PLATT, 2014).

1.3.1.2 BROMETO DE POTASSIO
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Brometo de potassio foi o primeiro farmaco com propriedade antiepiléptica relatada,
ainda em 1857 (EADIE, 2012), permanecendo como Unica opg¢ao terapéutica em pessoas
com epilepsias até o advento do fenobarbital. E considerado, assim, medicamento
antiepiléptico de primeira geracdo. O primeiro relato de seu emprego em cées data de
1907 (SWELL, 1907), porém a droga parece ter se popularizado na medicina veterinaria
somente na década de 1980 (PODELL et al., 2016). Acredita-se que o farmaco atue de
maneira sinérgica ao fenobarbital, favorecendo o influxo de cloreto mediado por GABA
em canais ionicos pés-sinapticos (TREPANIER e BABISH, 1995).

O brometo pode ser administrado em cdes como sal de potassio ou de sddio, sendo o
brometo de potassio a forma mais comumente utilizada (DE RISIO e PLATT, 2014). Nao
ha formulagdo comercial disponivel no Brasil, sendo necessaria prescricdo médica
veterinaria de manipulacdo do brometo de potassio (em geral em solucgdes ou capsulas)
para emprego por via enteral. Os sais de brometo apresentam boa biodisponibilidade
(46%) e pico de absor¢éo independente do estado prandial no intestino delgado uma hora
e meia ap6s administracéo de solucéo oral (VAN DYKE e HASTINGS, 1931). O brometo
de potéssio ndo se liga a proteinas plasmaticas, apresentando livre difusdo através das
membranas organicas. Se distribui no espacgo extracelular, atingindo equilibrio com ions
cloreto na maioria dos tecidos do organismo (WALLACE e BRODIE, 1939). O farmaco
ndo é metabolizado pelo figado, sendo uma boa alternativa terapéutica em cées
hepatopatas. Apresenta meia-vida de eliminacdo longa, de 25 a 46 dias ap0s
administracdo oral, o que permite a administracdo de uma ou duas doses diarias em caes.
E excretado inalterado principalmente na urina, com reabsorcdo glomerular em
competicdo com ions cloreto (DE RISIO e PLATT, 2014).

Variagdes na ingestdo diaria de sal advindas de mudancas na dieta, ingestdo de agua
do mar, administracdo endovenosa de solucdo de cloreto de sodio ou de formulacGes
terapéuticas contendo cloreto podem influenciar a terapia. H4 aumento na reabsorgédo
glomerular de brometo de potéssio, com elevacdo de niveis séricos e potencial para gerar
toxicidade quando a ingestdo de sal é reduzida. Por sua vez, haverd reducdo de sua
reabsorcdo glomerular e de seus niveis séricos e potencial menor controle de crises
epilépticas se houver incremento na ingestdo de sal (TREPANIER e BABISH, 1995).
Cées tratados com brometo de potéassio devem, portanto, ser mantidos em dieta fixa.
Havendo necessidade de alteracdo, o regime de alimentacdo deve ser modificado de

maneira gradual (progressivamente em um periodo de cinco dias), com acompanhamento
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de nivel sérico caso haja suspeita de toxicidade (efeitos colaterais) ou de reducédo de sua
concentracdo plasmatica (ocorréncia de crise epiléptica) (DE RISIO e PLATT, 2014).

A dose de manuten¢do recomendada é de 40 mg/kg/dia quando em monoterapia e 30
mg/kg/dia quando utilizado como terapia de associacdo, divididas em uma ou duas
administracdes diarias (BHATTI et al., 2015). Por exibir meia-vida longa, a droga leva
trés meses apos inicio de terapia ou alteracdo da dose para atingir estado de equilibrio
farmacocinético. O horério da coleta de sangue para avaliacdo de seus niveis séricos nao
é relevante (BHATTI et al, 2015). Em cées que apresentem crises epilépticas frequentes
ou efeitos colaterais importantes que tornem necessaria a descontinuacdo do fenobarbital,
pode-se empregar dose de carga do brometo de potassio. A administracdo de 625 mg/kg
da droga por via oral ou retal dividida em, no minimo, oito doses em 48 horas ou de 125
mg/kg/dia pelas mesmas vias de administracdo dividida em trés ou quatro doses diarias
por cinco dias consecutivos séo alguns protocolos sugeridos na literatura. Nesses casos,
a coleta de sangue para mensuracdo dos niveis séricos pode ser realizada ap6s um més
(DE RISIO e PLATT, 2014).

Os niveis séricos terapéuticos relatados para o brometo de potassio sdo de 1000 mg/L
a 2000 mg/L quando administrado em associacdo ao fenobarbital e 2000mg/L a
3000mg/L quando em monoterapia. Assim como para o fenobarbital, a dosagem do
brometo de potassio em caes epilépticos deve ser ajustada de acordo com controle de
crises epilépticas, efeitos colaterais e nivel sérico (ROBAINA et al., 2020). A menor
dosagem e nivel plasmatico do farmaco associada a redu¢do minima de 50% nas crises
epilépticas deve ser identificada e empregada para o paciente de maneira individualizada
(BHATII et al., 2015).

O uso do brometo de potassio é contra-indicado em cdes nefropatas ou que
apresentem hipoadrenocorticismo (DE RISIO e PLATT, 2014). Caso ndo haja
possibilidade de utilizagdo de outros farmacos antiepilépticos, 0 emprego da droga em
pacientes com disfuncédo renal deve ser iniciado com metade da dose de manutencéo e
acompanhamento de efeitos colaterais e de sua mensuracdo plasmatica (TREPANIER e
BABISH, 1995). Por ndo apresentar metabolismo hepético e ndo se ligar a proteinas
plasméticas, o brometo de potéssio apresenta pouco potencial para interacdo
farmacologica com outras drogas. Diuréticos de alga como a furosemida podem aumentar
a excrecdo da droga e reduzir seus niveis séricos, 0 que ndo parece ocorrer com 0S
diuréticos osméticos (DE RISIO e PLATT, 2014). O emprego de halotano na anestesia

de cées e pessoas que fazem uso do brometo de potassio pode estar relacionado a aumento
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discreto no nivel plasmatico do farmaco, sendo sugerido que se preconize a utilizagéo de
outros agentes anestésicos nesses pacientes (PEDERSOLI, 1980).

Quanto aos efeitos adversos da terapia, segundo DE RISIO e PLATT (2014) a
utilizacdo de dose de ataque esta frequentemente relacionada a ocorréncia de sinais
intensos, sendo por isso indicada a internacdo dos animais para realizacdo desses
protocolos. Sedacdo, ataxia, paraparesia, polidipsia/politria e polifagia sdo sinais
relacionados a dose, que podem ser potencializados pela associacdo ao fenobarbital e
apresentam resolucdo pelo menos parcial apds estabilizacdo farmacocinética da droga.
Efeitos adversos gastrointestinais como nauseas, vomitos e diarréia podem ser
minimizados pela administracdo do farmaco junto a alimento, divisdo da posologia diaria
em duas doses e manipulagdo de solu¢Ges com concentracdo méxima de 200-250 mg/mL
(BAIRD-HEINZ et al., 2012; PODELL et al., 2016). Reacdes idiossincraticas em caes
epilépticos que fazem uso do brometo de potassio incluem alteracdes comportamentais
como agressividade, irritabilidade e hiperatividade, pancreatite (especialmente em cées
tratados com a droga em associagdo ao fenobarbital) e lesdes dermatoldgicas associadas
a prurido e paniculite. Ha ainda a possibilidade de desenvolvimento de sinais clinicos
graves como depressao do nivel de consciéncia, midriase bilateral irresponsiva a luz,
alteracdes comportamentais, cegueira bilateral, anisocoria e neuromiopatias em terapias
cronicas com niveis séricos elevados (PODELL et al., 2016). Nesses casos € indicada
reducdo da dose ou descontinuacao da terapia com brometo de potassio e favorecimento
de sua excrecdo pelo emprego de cloreto de s6dio endovenoso e/ou diuréticos de alca
(ROSSMEISL E INZANA, 2009). A utilizagdo do farmaco em cées esta relacionada a
pseudohipercloremia (WOODY et al., 1990).

Trata-se de medicamento relativamente barato, seguro e eficaz no controle de crises
epilépticas em ces (DE RISIO e PLATT, 2014). E recomendado preferencialmente em
adicdo ao fenobarbital em cées epilépticos quando este se encontra dentro dos niveis
séricos adequados e ainda assim, néo se atingiu o controle de crises desejavel (BOOTHE
etal., 2012; BHATTI etal., 2015; PODELL etal., 2016). Essa associa¢do esta relacionada
a resposta positiva (reducdo na frequéncia dos episédios em no minimo 50%) em até 70%
dos cées epilépticos (PODELL e FENNER, 1993). Nesses animais deve-se, a principio,
manter a mesma dosagem do fenobarbital pelo menos até que se atinja estabilizacdo sérica
do brometo de potassio (TREPANIER et al., 1998). Subsequentemente, pode-se reduzir
10 a 25% da dosagem do fenobarbital a cada quatro a seis semanas (DE RISIO e PLATT,
2014). O brometo de potassio é considerado, ainda, primeira escolha de monoterapia
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dentre os farmacos disponiveis no Brasil para tratamento de caes epilépticos com contra-
indicagdo de utilizagdo do fenobarbital (TREPANIER et al., 1988; TREPANIER e
BABISH, 1995; CHARALAMBOUS et al., 2014). Seu emprego em monoterapia em 23
caes foi relacionado a erradicacdo das crises epilépticas em pouco mais de 50% dos
animais e controle parcial (redugdo de no minimo 50% na frequéncia dos episddios) em
mais de 60% destes (BOOTHE et al., 2012).

1.3.1.3 LEVETIRACETAM

Levetiracetam é um farmaco com propriedades relatadas de controle de crises
epilépticas (DE RISIO e PLATT, 2014), antinocicep¢do (MICOV et al., 2001) e
neuroprotecdo (KOMUR et al., 2014). Foi licenciado para uso clinico na medicina
humana como antiepiléptico em 2000, sendo apontado como o0 medicamento que surgiu
na atualidade que provavelmente mais contribuiu para o tratamento das epilepsias em
seres humanos (RIOS-POHL, 2014). E considerado farmaco antiepiléptico novo, de
terceira geracdo. Trata-se de molécula bastante distinta em relacdo aos medicamentos
antigos, com mecanismo de acdo antiepiléptica igualmente diferenciado, principalmente
por reducdo de liberacdo de neurotransmissores por meio de ligacdo a proteina 2A da
vesicula sinaptica (YANG et al., 2009). Além disso, parece modular os niveis de célcio
intracelular,  favorecer a neurotransmissdo  GABAGérgica, antagonizar a
hiperssincronizagdo neuronal, reduzir o espraiamento de atividade elétrica excitatoria de
descargas epilépticas (DE RISIO e PLATT, 2014) e exercer atividade anti-epileptogénica
(KLITGAARD e PITKANEN, 2003; LOSCHER et al., 1998; YAN et al., 2005). Esse
ineditismo de mecanismo de acdo pode favorecer sua eficacia no controle de crises
epilépticas quando empregado em associacao a outras substancias.

O farmaco apresenta perfil farmocoldgico favoravel em cées, que o aproxima da
definicdo de um medicamento antiepiléptico ideal (PATSALOS, 2000): répida e
completa absorcéo ap6s administracdo parenteral ou enteral mesmo com administracdo
junto a alimento, elevada biodisponibilidade (> 95%), (BEASLEY, 2015), baixa ligacao
a proteinas plasmaticas (< 10%), rapida passagem pela barreira hematoenceféalica,
cinética linear (BENEDETTI et al., 2004), metabolismo hepatico minimo (BHATTI et
al., 2015), rapido pico plasmético (em media 15 minutos a uma hora ap6s administracdo
oral) (DE RISIO et al., 2014) e elevado indice terapéutico (PODELL et al., 2016). O
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levetiracetam é primariamente excretado na urina por filtracdo glomerular (BENEDETTI
et al., 2004), sendo a maior parte inalterada e a fracéo restante metabolizada por hidrolise
enzimatica na corrente sanguinea, figado e outros tecidos (PATSALQOS, 2004). Apresenta
meia-vida de eliminacdo curta em cdes (trés a seis horas), 0 que torna necessaria a
administracdo da droga pelo menos a cada oito horas, mas, por outro lado, determina
répida estabilizacdo sérica e inicio de efeito terapéutico. Assim, compreende ferramenta
especialmente interessante naqueles animais com crises epilépticas agudas de dificil
controle (status epilepticus ou crises em cluster) (BHATTI et al., 2015).

O levetiracetam é geralmente bem tolerado e seguro no tratamento de cées epilépticos
(BHATTI et al., 2015). Em cées nefropatas, deve-se considerar a utilizagcdo de doses
inferiores (DE RISIO e PLATT, 2014). A droga apresenta pouco potencial para interacéo
com outras substancias por demonstrar baixa ligacdo a proteinas plasmaticas e
metabolismo hepéatico minimo. Por ndo interferir com os sistemas envolvidos na
metabolizacdo de outros farmacos antiepilépticos, ndo parece alterar suas concentragdes
plasmaticas (MUNANA et al., 2012). No entanto, a administracdo concomitante com
farmacos indutores do sistema microssomal hepatico como o fenobarbital parece reduzir
sua meia-vida, podendo ser necessario aumento da dose ou reducdo do intervalo de
administragdo (MOORE et al., 2011; MUNANA et al., 2015). A ocorréncia de efeitos
adversos em cdes tratados com a droga parece rara e reversivel com a reducdo da dose ou
descontinuacdo da terapia. Os sinais mais comumente relatados sdo sedacdo, ataxia,
reducéo de apetite e vémito (MUNANA et al., 2012), de pouca gravidade mesmo quando
da utilizacéo do farmaco em sobredoses (PODELL et al., 2016). Em pacientes humanos
tratados com levetiracetam — especialmente criancas — foi relatada manifestacdo de
agressividade (HANSEN et al., 2018). ERATH et al. (2020) referiram possibilidade de
intensificacdo de alteracdes comportamentais prévias com utilizacdo do levetiracetam em
cdes com epilepsias idiopaticas e estruturais. Tais sinais se manifestaram até duas
semanas apos inicio da terapia e pareceram ser, em sua maioria, reversiveis. Nao ha relato
de alteragbes em exames complementares hematoldgicos, bioguimicos ou urinarios
relacionadas ao uso de levetiracetam em cées, nem de interferéncia nos niveis seéricos de
fenobarbital e brometo de potéassio (MUNANA et al., 2012).

O farmaco ¢ indicado para o tratamento de cdes epilépticos em associacdo ao
fenobarbital e/ou ao brometo de potassio, preferencialmente em esquema de pulsoterapia
ou em uso continuo (CHARALAMBOUS et al., 2014; BHATTI et al., 2016). No Brasil,
é considerada droga de valor elevado na opinido da maioria dos tutores de cées
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epilépticos. Assim, o custo compreende grande limitacdo para seu emprego clinico na
espécie no pais. Encontra-se disponivel em formulacdo comercial humana em
comprimidos de 250 mg e 750 mg, além de xarope de 100 mg/mL para administracao por
via oral ou retal. As formulacdes injetavel e comprimidos de liberacdo prolongada
(extended-release ou XR) ndo sdo comercializadas no pais, o que limita sua utilizacdo em
condicBes emergenciais e torna frequentemente necessaria a administracdo de pelo menos
trés doses diarias do medicamento.

Segundo BHATTI et al. (2015) a droga pode ser empregada em uso continuo, com
dose de manutencdo recomendada para caes de 20 mg/kg por via oral a cada seis ou oito
horas. Foi demonstrado, no entanto, que alguns cées desenvolvem tolerancia quando o
levetiracetam é utilizado continuamente em terapias cronicas (VOLK et al., 2008). Assim,
em cdes com histdrico consistente de crises em cluster sugere-se a utilizacdo da droga em
pulsoterapia, ou seja: somente apds observacdo de crise epiléptica ou identificacdo pelo
tutor de sinais pré-ictais conhecidos para aquele animal. Para tanto, € sugerida dose inicial
de 60 mg/kg por via oral seguida, apds oito horas, de administragdes de 20 mg/kg pela
mesma via a cada oito horas até que o animal permaneca 48 horas sem apresentar crises
epilépticas (BHATTI et al., 2015). Ainda, CAGNOTTI et al. (2019) referiram resposta
satisfatoria no controle de crises epilépticas em cdes com crises em cluster com a
utilizacdo de 40 mg/kg de levetiracetam por via retal. PACKER et al. (2015) observaram
controle de crise semelhante com a utilizacdo de levetiracetam em pulsoterapia e em uso
continuo. No entanto, o grupo tratado em pulsoterapia apresentou efeitos colaterais de
ataxia, sedacao, polifagia e polidipsia mais frequentes. Ainda assim, a reducdo de custos
com o tratamento e a menor propenséo a desenvolvimento de tolerancia podem embasar
a recomendacdo de emprego do farmaco em pulsoterapia (DE RISIO e PLATT, 2014).
O acompanhamento do nivel sérico da droga ndo parece ser necessario na rotina clinica,
ndo havendo ainda valor de referéncia estabelecido para cdes (BHATTI et al., 2015).
Ainda assim, DE RISIO e PLATT (2014) sugeriram que tal avaliagdo pode permitir
individualizagdo do tratamento, correlacionando niveis séricos do levetiracetam com
resposta clinica no controle de crises para cada céo.

Quando comparado ao brometo de potassio em monoterapia, o levetiracetam
apresentou efeito inferior no controle de crises epilépticas em cdes em estudo conduzido
por BOOTHE et al. (2012). Ja KELLY et al. (2017) observaram redugédo em no minimo
50% na frequéncia de crises epilépticas em 10 de 19 cdes com epilepsias estruturais (53%)

com a utilizagdo do farmaco em monoterapia. NORONA e VOLK (2020) reportaram
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achado semelhante: controle de crises epilépticas adequado em trés de seis cédes (50%)
com epilepsias estruturais com a utilizagdo do levetiracetam em monoterapia. Nesse
estudo, o farmaco demonstrou efeito superior ao fenobarbital utilizado em monoterapia.
Os achados indicaram que a utilizacdo do farmaco em monoterapia pode se tratar de
estratégia terapéutica interessante especialmente no tratamento de cdes com epilepsias
estruturais. Como droga de adigdo, o levetiracetam parece exercer efeito antiepiléptico
sinérgico a outros farmacos (provavelmente por seu mecanismo de acdo diferenciado)
sem potencializar efeitos colaterais (KLITGAARD e MATAGNE, 1998; DE RISIO e
PLATT, 2014). Estudos que avaliaram a associacdo da droga ao fenobarbital e/ou ao
brometo de potassio demonstraram se tratar de estratégia interessante no controle de
crises epilépticas em cdes (MUNANA et al., 2012; VOLK et al., 2008; STEINBERG e
FAISSLER, 2004). Assim, o levetiracetam é considerado atualmente terceira escolha para
tratamento de epilepsias em cées, apds fenobarbital e brometo de potéassio. Pode ser
utilizado em uso continuo ou em pulsoterapia, especialmente para tratamento de cdes com
historico de crises em cluster. Segundo CHARALAMBOUS et al. (2014), ha baixo nivel
de evidéncia para recomendacdo do levetiracetam em uso continuo como monoterapia e
moderado nivel de evidéncia para recomendacdo de seu emprego como terapia de

associagéo.

1.3.1.4 OUTROS FARMACOS

A imepitoina tem sido recentemente sugerida como primeira escolha para tratamento
crbnico de cées epilépticos em monoterapia em detrimento ao fenobarbital, por apresentar
eficacia praticamente semelhante e maior tolerabilidade (TIPOLD et al., 2014). No
entanto, a droga néo se encontra disponivel no Brasil. Ainda ndo ha nivel de evidéncia
cientifica suficiente sobre eficacia e/ou seguranca do uso croénico em cdes dos seguintes
farmacos (como monoterapia ou droga de associacdo) para tratamento das epilepsias:
primidona, zonisamida, gabapentina, valproato de sddio, pregabalina, felbamato,
topiramato, lacosamida, rufinamida, vigabatrina, lamotrigina, tiagabina e
oxcarbamazepina (PODELL, 1998; LOSCHER, 2003; CHARALAMBOUS et al., 2014).

A longa historia de tratamento das epilepsias na medicina humana gerou bastante
conhecimento pratico. Foi observado de maneira consistente que a adicdo de uma quarta

droga tem pouca possibilidade de trazer beneficio ao controle de crises epilépticas, além
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de reduzir consideravalmente a adesdo ao tratamento e aumentar o potencial para
interagdo farmacoldgica (KWAN e BRODIE, 2006). Dessa forma, as maiores chances de
auxilio no controle de crises epilépticas em pacientes humanos (e provavelmente também
em cdes) repousam sobre as trés primeiras drogas empregadas. Assim, pelo menos até
agora, o uso de qualquer farmaco que ndo fenobarbital, brometo de potassio ou
levetiracetam como trés primeiras escolhas estard em desacordo com o0s principios de

medicina baseada em evidencia.

2. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Protocolo 403/2017).

Os frascos de extrato de Cannabis diluido em éleo de triglicérides de cadeia média
(TCM) a 0,5% foram doados pela fabricante (Associacdo Abrace Esperanca®). Foram
adquiridos fenobarbital (Gardenal ® caixa com 20 comprimidos de 50 miligramas) e
solucdo de TCM (Drogavet®). O estudo foi dividido em duas fases experimentais,

conforme sumarizado no Quadro 4.

Quadro 4 — Delineamento do estudo.

Fase

Grupos, tratamentos, avaliagdes

1. Avaliagdo da seguranca da
utilizacdo do extrato de
Cannabis em monoterapia e
associado ao fenobarbital em
cées saudaveis

12 cées divididos em trés grupos (n=4),
tratados por 60 dias, mantidos em
condigBes experimentais, avaliados em
trés tempos

G1 (SC) tratado com extrato de Cannabis
G2 (SC+F) tratado com extrato de
Cannabis + fenobarbital

G3 (SF+P) tratado com fenobarbital +
placebo (solugdo de TCM)

2. Avaliacdo do efeito clinico da
associacdo do extrato de
Cannabis ao fenobarbital em
cées epilépticos

6 cdes epilépticos atendidos na rotina do
Hospital Veterinario da UFMG
distribuidos em dois grupos, tratados em
casa pelos tutores por 60 dias, com
histérico de crises epilépticas e efeitos
colaterais, avaliados clinicamente em trés
tempos

G4 (EF+C) tratado com fenobarbital +
extrato de Cannabis (n=4)

G5 (EF+P) tratado com fenobarbital +
solucdo placebo (solucdo de TCM) (n=2)

21FASE 1

Foram utilizados 12 cdes sem raca definida (SRD) provenientes do canil
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municipal da cidade de Brumadinho — Minas Gerais, negativos para leishmaniose (teste
DPP® leishmaniose visceral canina Biomanguinhos realizado pela prefeitura com sangue
total), sem alteracGes em exame fisico (composto por avaliacdo de estado geral, peso,
coloragdo de mucosas, palpacdo de linfonodos, frequéncia cardiaca, ausculta
cardiopulmonar e temperatura retal - TR) (ETTINGER, 2005) e exame neurologico
(compreendido por avaliacdo de estado mental, postura, marcha, reacGes posturais -
propriocepcdo e saltitamento, nervos cranianos: reflexo palpebral, resposta a ameaca,
reflexo pupilar a luz direto e consensual, sensibilidade facial, sensibilidade do plano
nasal, posicionamento ocular em repouso e apos alteracéo da posicéo da cabeca, nistagmo
fisioldgico, simetria facial e dos musculos da mastigacdo, reflexos miotaticos — ténus dos
quatro membros, reflexos flexores dos quatros membros e reflexos patelares nos
membros pélvicos, reflexo perineal, reflexo cutdneo do tronco e palpacdo epaxial)
(DEWEY et al., 2016), de ambos os sexos, pesando entre 5 e 35 quilogramas (kg), com
idade estimada pela erupcao completa de todos 0s dentes permanentes de no minimo seis
meses (KREMENAK JR, 1967). Os animais foram mantidos no Centro Experimental de
Pequenos Animais da Escola de Veterinaria da UFMG, alojados em canis individuais,
recebendo por todo o periodo pré-experimental e experimental &gua ad libitum e racao
comercial (Quatree®). Eram manejados duas vezes ao dia para limpeza dos canis,
reposicdo de racdo e &gua, passeio pelas areas proximas (dentro do campus) e
socializacdo. Foram medicados com Fluralaner (Bravecto®) em dose Unica por VO na
dose sugerida pelo fabricante para eliminacdo de ectoparasitas; doxiciclina (Doxitrat ®)
na dose de 10 miligramas por quilograma (mg/kg) por VO a cada 24 horas durante 28
dias para tratamento para hemoparasitose transmitida por carrapato identificada em
esfragaco sanguineo de um dos cdes (HOSKINS et al., 1991); tratamento para verminoses
anti-helmintico pamoato de pirantel (144mg) associado a praziquantel (50mg) e febantel
(150mg) (Duprantel Plus®) na dose de um comprimido para cada 10 kg de peso vivo por
VO em dose unica com repeticdo apos 15 dias para eliminacao de endoparasitos.

Ap0s periodo de adaptacdo e tratamentos (30 dias), os cdes foram submetidos a
coleta de sangue para realizacdo de hemograma e perfil bioquimico hepatico e renal.
Foram obtidos aproximadamente 3,0 mililitros (mL) de sangue por meio de puncdo na
veia cefalica ou jugular com agulha descartavel hipodérmica 22 G - 25 milimetros (mm)
por 0,7 mm - acoplada a seringa de 5 mL. Aproximadamente 1,5 mL de sangue foram
transferidos para tubos de coleta com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%

para realizacdo de hemograma e os 1,5 mL restantes foram acondicionados em tubos de
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coleta sem anticoagulante para posterior separacdo do soro e realizagcdo de avaliagdes do
perfil bioquimico.

Posteriormente, os animais foram submetidos a procedimentos cirdrgicos de
ovariohisterectomia (fémeas) ou orquiectomia (machos) e medicados em protocolo de
analgesia pos-cirargica com cloridrato de tramadol na dose de 1 mg/kg de peso vivo a
cada oito horas, dipirona 25 mg/kg de peso vivo a cada oito horas e meloxicam na dose
de 0,1 mg/kg de peso vivo a cada 24 horas, ambos por VO por trés dias. Dez dias ap6s 0s
procedimentos cirdrgicos foi realizada remocdo dos pontos de sutura com auxilio de

tesoura de Spencer e pinca anatbmica.

2.1.1. PERIODO EXPERIMENTAL

Os 12 animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos (n=4), conforme
demonstrado no Quadro 5 e na Tabela 1. Além da numeracdo (G1, G2, G3), 0s grupos
foram denominados de acordo com o tratamento para facilitar o entendimento do estudo:
SC saudaveis tratados com 0leo de extrato de Cannabis (G1), SC+F saudaveis tratados
com oléo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital (G2) e SF+P saudaveis
tratados com fenobarbital associado a placebo (G3).

Para garantir estabilizacdo sérica do fenobarbital quando do inicio dos demais
tratamentos iniciou-se, previamente as demais terapias, o tratamento com a droga. Assim,
0s cdes de G2/ SC+F e G3/SF+P foram tratados com 3,2 — 4,2 mg/kg de fenobarbital
(Gardenal ®) por VO a cada 12 horas, dosagem de inicio da terapia proxima aquela
sugerida por DE RISIO (2014): de 2 a 3 mg/kg a cada 12 horas. Apds 14 dias, os oito
cdes foram submetidos a coleta de sangue para mensuracgdo sérica do fenobarbital. Para
tanto, utilizou-se mesmo método de coleta anteriormente citado para obtencdo de
aproximadamente 1,5 mL de sangue venoso, que foram acondicionados em tubo de coleta
sem anticoagulante e imediatamente submetidos a separacéo do soro para a analise. Apds
garantia de que os niveis séricos de fenobarbital encontravam-se dentro da faixa
terapéutica nos oito cdes de G2/SC+F e G3/SF+P, os 12 animais foram submetidos
tambem a avaliagGes clinicas de exame fisico, neuroldgico, afericdo de pressdo arterial
sistolica (PAS) e eletrocardiograma (ECG) com aquisi¢éo de frequéncia cardiaca média
(FCM), além de coleta de sangue para realizagdo de hemograma, perfil bioquimico
hepaético e renal. Os dados adquiridos foram considerados como TO — dia anterior ao inicio

dos tratamentos.
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No dia seguinte, foram iniciadas todas as terapias. Os animais do G1(SC)
passaram a receber 6leo de extrato de Cannabis. Na primeira semana, foi utilizada dose
de 2 gotas (ou 0,1 mL) para cada 10 kg de peso vivo (ou 0,01 mL por kg) a cada 12 horas.
Esse volume compreendia a dosagem de 0,015 mg/kg de CBD e 0,0019 mg/kg de THC.
A partir da terceira semana, 0s cdes passaram a receber a dosagem completa: 4 gotas (ou
0,2 mL) do dleo para cada 10 kg de peso vivo (ou 0,02 mL por kg), o que correspondia a
0,03 mg/kg de CBD e 0,0038 mg/kg de THC, a cada 12 horas. Os animais do G2 (SC+F)
e G3 (SF+P) continuaram recebendo fenobarbital na mesma dosagem e frequéncia de
administracdo, agora associado ao 6leo de extrato de Cannabis (G2 ou SC+F) ou a
solugéo placebo (G3 ou SF+P). A dose do extrato de Cannabis empregada foi a mesma
entre os grupos. A solucdo de TCM foi utilizada como placebo na mesma dosagem e
frequéncia de administracdo do 6leo de extrato de Cannabis. Por conta da praticidade, os
tratamentos (fenobarbital, 6leo de extrato de Cannabis e 6leo de TCM) eram oferecidos
junto a paté comercial (Colosso®). As administracdes dos 6leos e de fenobarbital eram
espacgadas em, pelo menos, meia hora. Os animais eram medicados e avaliados duas vezes
ao dia, por meio de preenchimento de ficha de acompanhamento de possiveis efeitos
colaterais. Apos 30 dias (T1) e 60 dias (T2) do inicio do periodo experimental (T0), os
animais foram novamente submetidos a avaliacdo por exame fisico, neuroldgico, aferi¢do
de PAS, ECG e FCM e coleta de sangue para realizacdo de hemograma, perfil bioquimico
hepatico e renal e mensuracao sérica do fenobarbital. Ao fim do periodo experimental, 0s
tratamentos foram gradualmente descontinuados conforme sugerido para terapias com
fitocanabinoides em cées por HARTSEL et al. (2019). Para tanto, realizou-se redugéo
inicial de 50% da dose, com manutencdo da nova dosagem por duas semanas seguida de
suspensdo da terapia. Posteriormente, todos os animais foram submetidos a adogdo

responsavel.

Quadro 5 — Fase 1: grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Grupo (n=4) Tratamento

G1/SC: Extrato de Caes saudaveis tratados com 6leo de extrato de Cannabis na dose

Cannabis de 4 gotas (ou 0,2 mL) para cada 10 kg de peso vivo* - o que
correspondia a 0,03 mg/kg de CBD e 0,0038 mg/kg de THC - a
cada 12 horas por 60 dias.
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G2/SC+F: Extrato de
Cannabis + fenobarbital

Caes saudaveis tratados com 6leo de extrato de Cannabis na dose
de 4 gotas (ou 0,2mL) para cada 10 kg de peso vivo* - 0 que
correspondia a 0,03 mg/kg de CBD e 0,0038 mg/kg de THC - a
cada 12 horas + fenobarbital na dose indicada pela mensuracéo
sérica prévia (3,2 — 4,2 mg/kg a cada 12 horas) por 60 dias.

G3/SF+P: Fenobarbital
+ placebo

Cées saudaveis tratados com fenobarbital na dose indicada pela
mensuracao sérica prévia (3,2 — 4,2 mg/kg a cada 12 horas) +
placebo na dose de 4 gotas (ou 0,2 mL) para cada 10 kg de peso
vivo* a cada 12 horas por 60 dias.

*Dose estabelecida apos realizacao de esquema de titulacdo (utilizacdo de metade da dose

por 14 dias).

Tabela 1 — Populacéo canina estudada na fase 1 (caes saudaveis). Todos os caes
eram SRD, castrados, de idade superior a seis meses.

Identificagdo  Sexo

1 Fémea
2 Fémea
3 Macho
4 Fémea
5 Fémea
6 Macho
7 Fémea
8 Fémea

Peso (kg)

24,0

23,7

12,6

15,3

17,0

35,0

13,3

6,5

Tratamento*

10 gotas do 6leo de extrato de Cannabis a
cada 12 horas

100 mg de fenobarbital a cada 12 horas + 10
gotas do 0Oleo placebo a cada 12 horas

50 mg de fenobarbital a cada 12 horas + 5
gotas do Gleo placebo a cada 12 horas

6 gotas do 0Oleo de extrato de Cannabis a cada
12 horas

7 gotas do oleo de extrato de Cannabis a cada
12 horas

14 gotas do 6leo de extrato de Cannabis + 150
mg de fenobarbital a cada 12 horas

6 gotas do 6leo de extrato de Cannabis + 50
mg de fenobarbital a cada 12 horas

25 mg de fenobarbital a cada 12 horas + 3
gotas do 0Oleo placebo a cada 12 horas
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9 Fémea 7,7 3 gotas do 0leo de extrato de Cannabis a cada
12 horas

10 Fémea 12,3 50 mg de fenobarbital a cada 12 horas + 5
gotas do 0Oleo placebo a cada 12 horas

11 Macho 6,4 2 gotas do 6leo de extrato de Cannabis + 25
mg de fenobarbital a cada 12 horas

12 Fémea 7,7 3 gotas do 6leo de extrato de Cannabis + 25
mg de fenobarbital a cada 12 horas

* Dose completa de 6leo de extrato de Cannabis (estabelecida apds titulacdo): 0,03 mg/kg
de CBD e 0,0038 mg/kg de THC

2.1.2 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram executadas utilizando-se o software estatistico R
versdo 4.0.2. Os gréficos exibidos foram criados utilizando-se os softwares R versdo 4.0.2
e GraphPad Prism versdo 8.4.3. Os resultados foram apresentados atraves de graficos,
tabelas e boxplots, em sua maioria como medianas e desvio padrdo. Foi considerado
intervalo de confianca 95%.

Nas variaveis obtidas em trés tempos, os valores de TO foram considerados os
basais, enquanto T1 e T2 foram testados para avaliar o efeito dos tratamentos. Para tanto,
tais variaveis (PAS, FCM, peso, TR, mensuracdo sérica do fenobarbital, nimero de
eritrécitos, niveis de hemoglobina, volume globular, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
plaquetas, leucacitos totais, linfacitos, neutréfilos, eosindfilos, mondcitos, atividade das
enzimas AST, ALT e FA, niveis séricos de uréia e creatinina) foram submetidas ao teste
de Kruskal Wallis. Naquelas em que foi constatada diferenca estatistica aplicou-se
posteriormente o teste post-hoc de Dunn. Os registros de efeitos colaterais dos
tratamentos foram somados em cada grupo para todo o periodo estudado e avaliados
quanto a porcentagem de registro. Os exames de eletrocardiograma foram submetidos a

analise descritiva (considerados normais ou alterados para a espécie).

2.2 FASE 2

221 SELECAO DOS ANIMAIS

Para inclusdo no estudo, os cées deveriam apresentar sintomatologia sugestiva de
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epilepsias idiopaticas (nivel 1 de confianga): historico de apresentacdo recorrente de
alteracOes paroxisticas compativeis com a descri¢do de crises epilépticas generalizadas,
com registro de filmagem de pelo menos um episodio; inicio dos eventos entre seis meses
e seis anos de idade; exame neurologico normal e auséncia de histérico de sinais
indicativos de lesdo prosencefalica em periodo interictal; auséncia de comorbidades ou
alteraces em exames fisicos ou complementares que justificassem a ocorréncia de crises
epilépticas (DE RISIO et al., 2015). Além disso, o cdo deveria apresentar a doenca ha, no
minimo, dois anos; estar sendo tratado adequadamente com o fenobarbital ha pelos menos
quatro semanas - administracdes a cada 12 horas e nivel sérico entre 15 e 45 pg/mL
(FARNBACH, 1984; SCHWARTZ-PORSCHE et al., 1985; LEVITSKI e TREPANIER,
2000) - e ainda assim apresentar no minimo uma crise epiléptica por més com
comprovacao por registro de histérico de crises nos dois meses que antecederam o inicio
dos tratamentos experimentais.

Tutores de cdes epilépticos entraram em contato via e-mail demonstrando
interesse em incluir seus animais no estudo apés divulgacdo em redes sociais. Foram
avaliados 17 cédes, dos quais somente seis atenderam aos critérios de inclusdo do estudo
apos realizacdo de entrevista, analise de historico e exames prévios, avaliacdo dos
registros de crises epilépticas e realizacdo de exames fisico e neurolégico. Os tutores dos
caes selecionados foram instruidos a manter a terapia prévia com o fenobarbital e seguir
registrando historico detalhado de crises epilépticas de seus animais nos dois meses
seguintes (para a determinacdo de frequéncia de crises pré-tratamentos). Além disso, estes
tutores receberam uma copia do resumo do estudo e do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Outra copia dos documentos foi retida ap6s assinatura pelos tutores

€ por uma testemunha.

2.2.2 POPULACAO ESTUDADA

O cdo 1 era macho, SRD, de 12 anos de idade, castrado ha no minimo cinco anos,
e pesava 10,2 kg. Desde os quatro anos de idade o animal apresentava alteracOes
episddicas recorrentes, de duragdo de poucos minutos e compativeis com a descricao de
crises epilépticas generalizadas tdnico-clénicas com envolvimento autondémico
(salivacdo) e crises focais de mastigagdo - principalmente na presenca de fatores
desencadeantes especificos, como o som do liquidificador. Nos ltimos seis meses, 0 cdo
vinha apresentando, em média, quatro crises epilépticas (principalmente focais) por més.

Nos dois meses que antecederam o tratamento, o animal apresentou média de 3,5 crises
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epilépticas generalizadas por més (quatro no primeiro més e trés no segundo més). O
animal era tratado com 50 mg de fenobarbital a cada 12 horas ha mais de seis meses, com
mensuracao sérica em TO de 30 pg/mL.

O céo 2 era macho, da raca Poodle, de sete anos de idade, inteiro, e pesava 4 kg.
Desde os dois anos de idade o animal apresentava episodios compativeis com a descri¢ao
de crises epilépticas generalizadas ténico-clénicas. Tinha historico de duas internagdes
por status epilepticus, a Gltima tendo ocorrido quatro meses antes do inicio do tratamento
experimental. Nos dois meses que antecederam o inicio da terapia experimental, o animal
apresentou uma crise epiléptica generalizada por més. Era tratado com 25 mg de
fenobarbital a cada 12 horas, com mensurag&o sérica em TO de 36 pg/mL.

O céo 3 era macho, da raca Dalmata, de quatro anos de idade, castrado desde
filhote e pesava 29 kg. Desde os oito meses de idade o animal apresentava alteracdes
episédicas de duracdo de poucos minutos compativeis com a descricdo de crises
epilépticas generalizadas ténico-clonicas e atonicas. A tutora referia agitagdo pés-ictal
frequente. O animal havia sido submetido a exame de tomografia computadorizada de
encéfalo e coleta de liquor, ambos sem alteracdo. No ultimo ano vinha apresentando
frequéncia de dois a quatro episodios de crises epilépticas por més. Nos dois meses que
antecederam o tratamento experimental, o animal apresentou trés crises epilépticas
generalizadas por més. Era tratado com 150 mg de fenobarbital a cada 12 horas, com
mensuracgdo serica em TO de 32 pug/mL.

O cdo 4 era fémea, da raca yorkshire, de oito anos de idade, inteira e pesava 5,4
kg. Desde um ano de idade o animal apresentava episddios compativeis com a descrigdo
de crises epilépticas generalizadas ténico-clénicas, sempre durante a noite. Nos seis
meses que antecederam o inicio do tratamento experimental, o animal apresentou de um
a dois episddios de crises epilépticas por més. Nos dois meses anteriores o animal
apresentou uma crise epiléptica generalizada por més. Recebia 16 mg de fenobarbital a
cada 12 horas, com mensuragéo sérica em TO de 15 pg/mL.

O cdo 5 era fémea, da raga Yorkshire, de seis anos de idade, castrada desde filhote
e pesava 4,7 kg. Desde os quatro anos de idade, o animal apresentava episédios
compativeis com a descrigdo de crises epilépticas generalizadas ténico-clonicas com
envolvimento autonémico (miccao) e crises epilépticas focais (tremor de cabeca). Tutoras
referiam que os episodios ocorriam geralmente quando o animal encontrava-se em estado
de sono leve. Além disso, observavam agitacdo pré-ictal e déficit visual pos-ictal. No

ultimo ano, vinha apresentando duas crises epilépticas por més. Apresentava histdrico de
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internacbes por ocorréncia de status epilepticus e crises em cluster, tendo a Gltima
ocorrido dois meses antes do inicio do tratamento experimental. Nos dois meses
anteriores apresentou duas crises epilépticas generalizadas por més. Recebia 20 mg de
fenobarbital a cada 12 horas, com mensuracdo sérica em TO de 16 pg/mL.

O céo 6 era macho, SRD, de oito anos de idade, castrado ha mais de cinco anos e
pesava 14,9 kg. Ha 3 anos o animal vinha apresentando episodios recorrentes compativeis
com a descrigdo de crises epilépticas generalizadas ténico-clonicas, na frequéncia de pelo
menos dois episodios por més. Tutores referiam agitacdo pos-ictal. Nos dois meses que
antecederam o tratamento experimental o animal apresentou média de 2,5 crises
epilépticas generalizadas por més (duas no primeiro més e trés no segundo més). Era
tratado com 50 mg de fenobarbital a cada 12 horas, com mensuragdo sérica em TO de 19

pg/mL.

2.2.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS

O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2019 a marco de 2020. Dois meses
apos a avaliacdo inicial para selecdo dos animais, 0s tutores compareceram ao Hospital
Veterindrio da UFMG acompanhados de seus cdes para avaliagdo dos seguintes
parametros: levantamento de histérico completo (principalmente no que dizia respeito a
frequéncia de crises epilépticas nos dois meses anteriores), exames fisico e neurolégico,
afericdo de pressdo arterial sistélica, eletrocardiograma e coleta de sangue para realizagédo
de hemograma, perfil bioquimico hepatico e renal e mensuracdo do fenobarbital sérico.
Os dados obtidos foram considerados aqueles de TO e os tutores foram instruidos a iniciar
a terapia experimental no dia seguinte, caso autorizados por telefone.

O estudo foi inicialmente planejado em delineamento duplo-cego randomizado
controlado, para comparar o efeito do 6leo de extrato de Cannabis ao de solugéo placebo,
ambos em associagéo ao fenobarbital, no controle de crises epilépticas. Por dificuldades
praticas (ndo obtencdo de oito cées que atendessem aos critérios de inclusdo — nimero
minimo previamente determinado no delineamento estatistico), foi utilizado
delineamento simples-cego, sem 0 ndmero ideal de cdes no grupo controle. Esperava-se
gue mais animais pudessem ser incluidos no estudo, principalmente no grupo controle,
até a finalizag&o do periodo experimental. Os seis cdes foram aleatoriamente distribuidos

em dois grupos de tratamento. Apds certificacdo de que todas as analyses de TO
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encontravam-se dentro da normalidade, os tutores foram contactados por telefone e as
terapias experimentais foram iniciadas (um dia ap0s as coletas de T0). Durante todo o
periodo experimental os tratamentos com fenobarbital foram mantidos no esquema
previamente utilizado (2,9 mg/kg — 6,2 mg/kg a cada 12 horas). Os animais do G4/EF+C
ou ECF — epilépticos tratados com 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital
- (n=4) passaram a receber 6leo de extrato de Cannabis na prescri¢do de duas gotas (ou
0,1 mL) por cada 10 kg de peso vivo - o que correspondia a 0,015 mg/kg de CBD e 0,0019
mg/kg de THC — a cada 12 horas, associado ao fenobarbital nas duas primeiras semanas.
Ja na terceira semana, seguindo mesmo esquema de titulacdo realizado nos animais da
fase 1, foi solicitado aumento da dosagem do extrato de Cannabis para quatro gotas (ou
0,2 mL) por cada 10 kg de peso vivo - o que correspondia a 0,03 mg/kg de CBD e 0,0038
mg/kg de THC - a cada 12 horas, ainda associado ao fenobarbital. Os animais do G5 ou
EF+P — epilépticos tratados com placebo associado ao fenobarbital - (h=2) passaram a
receber solucéo placebo (TCM) na prescri¢do de duas gotas (ou 0,1 mL) por cada 10 kg
de peso vivo a cada 12 horas nas duas primeiras semanas, com aumento para quatro gotas
(ou 0,2 mL) para cada 10 kg de peso vivo a cada 12 horas a partir da terceira semana,
sempre associado ao fenobarbital. Devido a praticidade, foi solicitado que o produto
administrado (extrato de Cannabis ou placebo) fosse oferecido junto a paté comercial
destinado a cées, espacado em pelo menos meia hora da administragdo do fenobarbital.

Os tratamentos foram mantidos por 60 dias (Quadro 6).

Quadro 6 — Fase 2: grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Grupo Tratamento

G4/EF+C (n=4): Caes epilépticos tratados com 6leo de extrato de Cannabis na
Extrato de Cannabis | dose de 4 gotas (ou 0,2 mL) para cada 10 kg de peso vivo* a
. cada 12 horas, o que correspondia a 0,03 mg/kg de CBD e
assomado_ ao 0,0038 mg/kg de THC a cada 12 horas, associado ao
fenobarbital fenobarbital previamente utilizado por 60 dias.

G5/EF+P (n:2); Caes epilépticos tratados com placebo (TCM) na dose de 4
Placebo associado | 9otas (ou 0,2 mL) para cada 10 kg de peso vivo™ a cada 12
ao fenobarbital 2?;8613 associado ao fenobarbital previamente utilizado por 60

* Prescricdo estabelecida apds realizacdo de titulagdo (utilizacdo de metade da dose por
14 dias)
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Tabela 2 — Populacéo canina estudada na fase 2 (caes epilépticos).

Identificagdo Sexo Raca

1 Macho SRD
Castrado

2 Macho Poodle
Inteiro

3 Macho Délmata
Castrado

4 Fémea Yorkshire
Inteira

5 Fémea Yorkshire
Castrada

6 Macho SRD
Castrado

Peso

(kg)

10,2

4,0

29,0

5,4

4,7

14,9

Idade

(anos)

12

Tratamento* associado ao fenobarbital
(dosagem do farmaco

previamente utilizada - TO)

4 gotas de placebo (TCM) a cada 12 horas

2 gotas de 6leo de extrato de

Cannabis a cada 12 horas

12 gotas de 6leo de extrato de

Cannabis a cada 12 horas

2 gotas de 6leo de extrato de

Cannabis a cada 12 horas

2 gotas de 6leo de extrato de

Cannabis a cada 12 horas

6 gotas de placebo (TCM) a cada 12 horas

*Dose completa extrato de Cannabis (correspondente a 0,03 mg/kg de CBD e 0,0038

mg/kg de THC a cada 12 horas) e placebo apos titulagdo inicial (utilizacdo de metade da

dose por 14 dias).
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2.2.4 ACOMPANHAMENTO E CONDUTA APOS FIM DO PERIODO
EXPERIMENTAL

Foram previamente marcadas duas datas de retorno: 30 dias (T1) e 60 dias (T2)
apos inicio da terapia experimental (TO) para acompanhamento de frequéncia de crises
epilépticas, avaliacdo de efeitos colaterais e reavaliacdo de exame fisico e neuroldgico,
afericdo de PAS, ECG e coleta de sangue para realizacdo de hemograma, perfil
bioquimico hepético e renal e mensuragdo do fenobarbital sérico.

Foi solicitado que os tutores mantivessem registro por escrito e se possivel por
filmagem das crises epilépticas dos cdes. Observacfes menos objetivas como tipo de
crise, presenca de alteracdes pré ou pds-ictais, duragdo e gravidade dos episodios também
deveriam ser registradas e filmadas sempre que possivel. As crises epilépticas foram
contabilizadas como dias de crise, independente da apresentacéo de crise Unica ou de mais
episddios em 24 horas (MCGRATH et al., 2019). Além disso, foram consideradas apenas
crises epilépticas generalizadas tonico-clonicas por sua maior facilidade de
reconhecimento (PACKER et al., 2015). Para cada animal, determinou-se frequéncia de
crises epilépticas por més antes e ap0s terapias experimentais por meio da média das
frequéncias de crises epilépticas por més registradas nos dois meses anteriores e dois
meses posteriores ao inicio dos tratamentos, conforme realizado em estudo que avaliou a
utilizacgdo do CBD em cdes epilépticos (MCGRATH et al., 2019). Cdes que
apresentassem reducdo minima de 50% na frequéncia de crises epilépticas (média mensal
ao fim do estudo) seriam considerados responsivos ao tratamento (DE RISIO e PLATT,
2014; BHATTI et al., 2015).

Solicitou-se também que os tutores mantivessem registro de alteracdes clinicas ou
comportamentais para acompanhamento de possiveis efeitos colaterais das terapias. No
momento de inclusdo do estudo os tutores foram informados dos efeitos colaterais mais
frequentemente relatados com esse tipo de terapia em cdes (GAMBLE et al., 2018;
KOGAN et al., 2018; MCGRATH et al. 2018; DE ALAVA, 2019; MCGRATH et al.
2019) e, a cada reavaliagdo, eram questionados quanto a ocorréncia desses sinais.

Somente ao final do estudo os tutores foram informados do tratamento recebido
por seu cdo. Os tutores de cdes tratados com placebo, se desejaram, receberam 6leo de
extrato de Cannabis para tratamento posterior de seus cées sob orientacdo veterinaria nos
60 dias posteriores. Coube aos tutores de cées tratados com 0Oleo de extrato de Cannabis
determinar se o tratamento seria mantido ou gradualmente descontinuado, sob

acompanhamento veterindrio. Assim como realizado para os animais da fase 1, o
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desmame do medicamento consistiu na reducao inicial de 50% da dose, com manutencéo
da nova dosagem por duas semanas seguida de suspenséo da terapia, conforme sugerido
HARTSEL et al. (2019). Os tutores de cdes tratados com 6leo de extrato de Cannabis

foram procurados 60 dias apds o fim do periodo experimental para follow up.

2.25 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram executadas utilizando-se o software estatistico R
versdo 4.0.2. Os graficos exibidos foram criados utilizando-se os softwares R versdo 4.0.2
e GraphPad Prism versdo 8.4.3. Os resultados foram apresentados através de gréficos,
tabelas e boxplots, em sua maioria como medianas e desvio padrdo. Estd sendo
considerado intervalo de confianca 95%.

Nas variaveis obtidas em trés tempos, os valores de TO foram considerados os
basais, enquanto T1 e T2 foram testados para avaliar o efeito dos tratamentos. Para tanto,
tais variaveis (PAS, FCM, peso, TR, mensuracdo sérica do fenobarbital, nimero de
eritrocitos, niveis de hemoglobina, volume globular, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular media,
plaquetas, leucacitos totais, linfacitos, neutréfilos, eosindfilos, mondcitos, atividade das
enzimas AST, ALT e FA, niveis séricos de uréia e creatinina) foram submetidas ao teste
de Kruskal Wallis. Naquelas em que foi constatada diferenca estatistica aplicou-se
posteriormente o teste post-hoc de Dunn. Os registros de efeitos colaterais dos
tratamentos foram somados, em cada grupo para todo o periodo estudado e avaliados
guanto a porcentagem de registro. Os exames de eletrocardiograma foram submetidos a
analise descritiva (considerados normais ou alterados para a espécie). A frequéncia
mensal de crises epilépticas previamente a instituicdo dos tratamentos experimentais foi
determinada individualmente pelo registro dos episddios nos dois meses que antecederam
0 estudo. A média dos valores foi determinada individualmente e para 0s grupos
G4/EF+C e G5/EF+P. A mudanca na média de frequéncia mensal de crises epilépticas
entre o inicio e fim do estudo foi comparada para G4/EF+C e G5/EF+P por meio do teste
de Wilcoxon. Foram considerados como responsivos 0S animais que apresentaram
reducdo em 50% na frequéncia de crises epilépticas. A proporcao de cdes considerados
respondedores foi comparada entre G4/EF+C e G5/EF+P por meio do teste exato de

Fisher.
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2.3 AVALIACOES HEMATOLOGICAS

2.3.1 HEMOGRAMA

Os 1,5 mL de sangue colhidos em tubo com EDTA foram adicionados a contador
eletronico POCH- Roche para apresentacédo de resultados de niveis de hemoglobina—HB,
namero total de hemécias - RBC, plaquetas e leucécitos com seus diferenciais de
linfocitos, neutrofilos, eosinodfilos e mondcitos, volume globular — VG, e indices
hematimétricos: volume corpuscular médio - VCM, hemoglobina corpuscular média -

HCM e concentracdo de hemoglobina corpuscular média— CHCM.

2.3.2 PERFIL BIOQUIMICO

O sangue total coletado em tubo siliconizado sem anticoagulante foi centrifugado
por oito minutos a 4.000 rotacGes por minuto (rpm) para separacédo do soro, que foi
adicionado ao aparelho analisador bioquimico Cobas Mira Plus® para realizacdo de
método colorimétrico cinético com kits laboratoriais comerciais (Kovalent). Foram
obtidos resultados de atividade sérica de aspartato aminotransferase - AST, alanina
aminotransferase - ALT, fofastase alcalina — FA (para avaliacdo de bioquimica
hepética) e concentracdes séricas de uréia e creatinina (para avaliacdo de bioguimica

renal).

2.3.3 MENSURACAO DOS NIVEIS SERICOS DE FENOBARBITAL

As amostras de soro dos animais tratados com fenobarbital (G2/SC+F, G3/SF+P,
G4/EF+C e G5/EF+P), obtidas apds centrifugacdo do sangue total colhido em TO, T1
e T2, foram imediatamente encaminhadas para laboratério comercial terceirizado
para determinag&o dos niveis séricos do farmaco. A analise foi realizada por meio da
técnica de quimioluminscéncia ou imunoensaio enzimatico competitivo -
metodologia previamente validada para cdes (MUNANA et al., 2015), por meio de
kit comercial Immulite 2000 PHE e leitura no aparelho Immulite 2000. As amostras
foram conservadas por no maximo algumas horas, ja que andlises foram sempre

realizadas no mesmo dia da coleta de sangue.

2.4 AVALIACOES RELACIONADAS AO SISTEMA CARDIOVASCULAR
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2.4.1 AFERICAO DE PAS

Afericdo de PAS foi obtida pelo método indireto de mensuracdo por meio de
equipamento Doppler Veterinario de fluxo vascular marca DV 610V, MEDMEGA,
segundo recomendacfes do Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria
(ACVIM) (ACIERNO et al., 2018). Todas aferi¢cbes foram realizadas pelo mesmo
profissional treinado quando os cées se apresentavam calmos. Os cdes foram
mantidos em decubito lateral sem contengdo quimica e os manguitos posicionados no
mesmo membro anterior em todas as monitoragdes. O critério de sele¢do do manguito
foi individual a partir da representacdo da largura de 40% da medida da circunferéncia
do membro. O Doppler de fluxo vascular, conectado ao esfigmomandmetro,
adicionado a gel transdutor foi posicionado na regido palmar metacarpiana proxima
ao coxim para auscultacdo do pulso. O manguito foi inflado até valor superior aquele
capaz de obliterar o sinal de pulso audivel e, em seguida, lentamente desinflado. A
pressdo sistolica foi estabelecida no momento em que o sinal de pulso se tornou
audivel novamente. O valor de presséo arterial sistélica registrado foi adquirido pela
média dos valores de cinco aquisi¢es consecutivas, sendo desconsiderado o primeiro

valor obtido.

242 ECG

Os ECGs foram realizados pelo mesmo avaliador experiente utilizando-se
equipamento InCardio Duo 2.5.2 (InPulse Animal Health). Os animais foram examinados
em decubito lateral direito com a cabecga e pescoco apoiados na superficie da mesa e
alinhados com a coluna toracica e lombar sem contencédo quimica. Os eletrodos clipes de
jacaré de derivac@es bipolares e unipolares foram posicionados sem tricotomia prévia nos
membros toracicos (regido da articulagdo Umero-radio-ulnar) e pélvicos (regido da
articulagdo fémuro-tibio-patelar) conforme recomendag¢6es de SANTILLI et al. (2018).
Para determinar bom contato com a pele, os eletrodos foram posteriormente banhados em
alcool 70%. Os tracados eletrocardiograficos foram registrados na velocidade de 50 mm/s
e sensibilidade ajustada (10 mm = 1mV) durante cinco minutos. Foram avaliadas seis
derivagdes simultaneamente: D1, D2, D3, AVR, AVL, AVF.

2.4.3 AFERICAO DE FCM

A FCM foi automaticamente determinada pelo software em que se realizou 0 ECG
durante o periodo de avaliacdo do exame (cinco minutos).
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Figura 1 — C&o devidamente posicionado para realizacdo de exame de
eletrocardiograma.

2.5 AVALIACAO DA COMPOSICAO DO EXTRATO DE CANNABIS

O lote do extrato de Cannabis utilizado teve seus niveis de CBD, CBDA, THC e
THCA determinados pela técnica separacdo de compostos HPLC (High Perfomance
Liquid Chromatography) realizada no equipamento Thermo Fisher Scientific Ultimate
3000 com injecdo automatica acoplado a um detector UV-Vis, controlado pelo software
Chromeleon 7.2.9. A eluicdo foi monitorada e o cromatograma obtido, ambos a 220 nm
(nandémetros). Foram utilizados padrées CBD, CBDA, THC e THCA da empresa
Cerilliant. Os fitocanabinoides foram identificados por seus espectros em comparagdo aos
padrdes e pelos tempos de retencdo caracteristicos. A andlise foi realizada pelo setor

farmacéutico da fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRATO DE CANNABIS: COMPOSICAO E DOSAGEM EMPREGADA

Os niveis de CBD, CBDA, THC e THCA, determinados HPLC estdo mostrados
na Tabela 3. Tal andlise se fez imprescindivel, dada a grande variacdo na composicao dos
produtos derivados de Cannabis comercializados no Brasil e no exterior (RABER et al.,
2015; GIL et al., 2016; DE AGUIAR, 2018; PAVLOVUC et al., 2018; WAKSHLAG et
al. 2020). O uso da técnica de HPLC foi previamente validado para analise de teor de
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fitocanabinoides em extratos de Cannabis comercializados no Brasil por DE AGUIAR
(2018) e CARVALHO et al. (2020).

Outras andlises ndo apresentadas no presente estudo como pesquisa de pesticidas,
metais pesados e residuos de solventes de extracdo, analises microbioldgicas de presenca
de mofo, bactérias e fungos e determinacdo dos niveis de terpenos e de outros
fitocanabinoides como canabinol (CBN) também sdo citadas como relevantes para
certificacdo da qualidade dos produtos derivados da Cannabis (SELTENRICH, 2019;
WAKSHLAG et al. 2020). Tais avaliacdes foram realizadas previamente para os extratos
de Cannabis da empresa em laboratdrio terceirizado para fins de controle de qualidade
interno e regulatorio (ANVISA) tendo apresentado resultados satisfatérios — tanto é que
foi deferida autorizagdo para sua producgédo e comercializacéo. A realizacéo deste tipo de
avaliacdo lote a lote encontra-se atualmente em implementacdo para garantir
conformidade a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA de numero 327,
de 9 de dezembro de 2019 (informacdo verbal). Tal pratica permitird regular a
composic¢do, qualidade e inocuidade dos produtos derivados da Cannabis disponiveis no

mercado brasileiro.

Informacéo fornecida por Carlos Espinola, farmacéutico responsavel pela Associacdo ABRACE.
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Tabela 3 — Composicéo de fitocanabinoides do lote do produto utilizado no estudo
(frascos de 60 mL de extrato de Cannabis contendo 20% CBD e 4% THC diluido
em Oleo de TCM a 0,5%). Analise realizada por técnica de HPLC. Resultado
disponibilizado pela fabricante.

Resultados
Substancia Concentracao Proporcao Concentracgéao
(mg/g de extrato) (% do extrato) (mg/mL de 6leo)

THCA 0,00 0,00 0,00

THC 39,8 3,98 0,199

CBDA 18,2 1,82 0,091

CBD 288,7 28,87 1,44

THC total 39,8 3,98 0,199

CBD total 306,9 30,69 1,5345

A andlise revelou tratar-se de 6leo predominante em CBD, na propor¢édo
aproximada de oito partes deste para uma parte de THC. Como é comum para esse tipo
de avaliagdo, os niveis de THCA e CBDA foram contabilizados na concentracéo final de
THC e CBD (RUPPEL et al., 2013), pois as substancias sdo transformadas em sua forma
descarboxilada ap6s processamento ou armazenamento (RUSSO, 2011). Além disso, a
quantificacdo das formas &cidas € interessante, uma vez que 0s compostos também podem
apresentar propriedades terapéuticas (MECHOULAM, 2005; SULAK et al.,, 2017;
RUSSO, 2018).

O referido extrato de Cannabis foi utilizado por tratar-se de produto nacional,
barato, com garantia de qualidade, de acesso possivel aos tutores apos periodo
experimental - se desejassem manter o tratamento de seus cdes — e cujo cultivo e
comercializagdo se encontrava em conformidade com a legislagéo brasileira (MPF,

2017). E importante ressaltar que ndo houve conflito de interesse. A fabricante do 6leo
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de extrato de Cannabis utilizado apenas doou o produto, ndo tendo influenciado qualquer
outro aspecto da pesquisa

A dose empregada foi recomendada pela Associacdo Abrace Esperanca de acordo
com a experiéncia clinica de médicos veterinarios que prescrevem o referido extrato de
Cannabis para tratamento de cdes epilépticos em sua rotina. Na primeira semana de
terapia, utilizou-se 0,01 mL do produto por kg do animal, o que corresponde a 0,015 mg
de CBD por kg e 0,0019 mg de THC por kg, a cada 12 horas. Ja a partir da terceira
semana, 0s cdes passaram a receber 0,02 mL do produto por kg do animal, o
correspondente a 0,03 mg de CBD por kg e 0,0038 mg de THC por kg, a cada 12 horas.
Tal dosagem encontra-se dentro do intervalo referido como seguro para cdes - de até 60
mg/kg de CBD e 19 mg/kg de THC (VAUGHN et al., 2020). No entanto, é bastante
inferior aquelas utilizadas em estudos publicados até o momento. Estudos clinicos e
relatos de caso em que se utilizou CBD isolado para tratamento de cdes com osteoartrite
e epilepsias utilizaram dosagens entre 0,5 mg/kg e 50 mg/kg do referido fitocanabindide
acada 12 horas (GAMBLE et al., 2018; MCGRATH et al., 2019; MOGI e FUKUYAMA,
2019; VERRICO et al., 2020).

A presenca de THC pode ser limitante para aceitacdo da terapia por parte dos
tutores ou mesmo ao emprego de doses mais elevadas em cdes, que parecem ser mais
sensiveis aos efeitos psicoativos da substancia por apresentarem maior densidade de
receptores CB1 no encefdlo (HERKENHAM et al., 1990; FITZGERALD et al., 2013).
Por esse motivo, Raphael Mechoulam, referéncia na pesquisa envolvendo utilizacdo
medicinal da Cannabis h& décadas, informou em troca de e-mails acreditar ndo haver
motivos para emprego clinico em cées de extratos de Cannabis que apresentem THC em
sua composicdo mesmo em doses minimas, mas sim de isolados de CBD
(MECHOULAM, 2019). JA HARTSEL et al. (2019) referiram observacdo de melhores
efeitos terapéuticos com a utilizacao de produtos full spectrum em relacgéo a isolados de
CBD em alguns cées, principalmente no tratamento de dor cronica, anorexia e condi¢des
oncoldgicas.

Ainda, sabe-se que a utilizagdo de produtos derivados da Cannabis full spectrum
esta relacionada com o emprego dosagens de fitocanabinoides inferiores para obtencédo
de uma mesma resposta terapéutica em relagéo aos isolados de CBD (PAMPLONA et al.,
2018). Isso se da provavelmente por conta da agéo sinérgica de diferentes fitocompostos
(efeito comitiva).

Segundo HARTSEL et al. (2019), as doses de fitocanabinoides empregadas em
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estudos clinicos em cdes parecem ser cinco a quarenta vezes superiores aquelas referidas
por tutores ou medicos veterinarios como eficazes em tratamentos na especie. Tais
dosagens sdo, em sua maioria, determinadas por extrapolacdo de experimentos pré-
clinicos com animais de laboratorio ou da pratica clinica em pacientes humanos
(VAUGHN et al., 2020).

Dessa forma, ha embasamento para a utilizacdo no presente estudo de baixas doses
de fitocanabinoides. Ndo se pode negar, no entanto, que a realizagdo de estudo-piloto
prévio, a utilizacdo de doses mais altas de fitocanabinoides associada ao
acompanhamento de seus niveis séricos compreendem pontos relevantes a serem
incluidos nos préximos estudos envolvendo o uso de Cannabis em animais.

Para garantir que CBD e THC tenham sido empregados em niveis suficientes para
gerar efeito clinico poderia ter-se realizado nos cées pesquisa de niveis séricos destas
substancias — o que ndo se procedeu pelas dificuldades técnicas e econdémicas da execugédo
deste tipo de andlise no Brasil.

Pode haver variagdo de sensibilidade aos fitocanabinoides, relacionada ao tono
endocanabinoide de cada paciente (GOLDBERGER et al., 2010). Assim, tanto a
composicdo (proporcdo de fitocanabinoides) ideal do produto quanto a dose a ser
empregada sdo determinadas individualmente por tentativa e erro na pratica clinica
(MACCALLUM e RUSSO, 2018). HARTSEL et al. (2019) sugeriram que se realize em
cdes esquema posologico de titulacdo semelhante ao indicado na medicina humana
(“start slow, go slow, stay low ”): inicio em doses baixas e aumento gradual de acordo
com dose e efeito ap6s, no minimo, 14 dias de tratamento.

Estudos clinicos e pré-clinicos que avaliaram o uso medicinal de fitocanabinoides
em diferentes espécies referiram observacdo de padrdo de dose-resposta em U invertido,
caracterizada por ganho de efeito com aumento da dose até um ponto em que houve
deflexdo de resposta (CALABRESE e RUBIO-CASILLAS, 2018; HARTSEL et al.,
2019; LINARES et al., 2019). Desse modo, um estudo-piloto poderia ter sido realizado
para garantir a seguranca em cées de diferentes dosagens de fitocanabinoides com a
utilizacdo do referido extrato de Cannabis. Porém, ndo necessariamente a utilizagdo de
macrodoses estaria relacionada a melhor resposta clinica possivel. Para avaliacdo do
efeito clinico no controle de crises epilépticas o ideal seria realizar a titulacdo de dose
individual em cada cdo epiléptico (apos garantia de um intervalo de segurancga em estudo-
piloto prévio). Por conta da dificuldade de realizar-se tratamentos individualizados em

um contexto experimental em que se busca sempre a padronizagdo das terapias,
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empregou-se dose fixa no estudo, que, no entanto, so foi plenamente administrada apds

realizacdo de esquema de titulacao.

3.2 POPULACAO CANINA ESTUDADA

Quanto a idade da populacdo estudada, na fase 1 foram incluidos animais com
idade estimada superior a seis meses, enquanto a fase 2 incluiu cdes com mediana de
idade de sete anos e meio (valores entre quatro e 12 anos de idade). Tratou-se, assim, de
populacdo canina de idade bastante heterogénea.

Sabe-se que adolescentes expostos a Cannabis parecem apresentar risco elevado
de desenvolvimento de transtornos cronicos de psicose — seres humanos (KONINGS et
al., 2008). Acredita-se que o sistema endocanabinoide tenha papel importante no processo
de poda neuronal (maturacdo e refinamento de sinapses) que ocorre nesse periodo, e que
a acao de fitocanabinoides exdgenos - principalmente o THC - possa desorganizar esse
mecanismo (BOSSONG e NIESINK, 2010). Em animais, foi demonstrado que a
administracdo de THC em ratos jovens se relacionou a efeitos comportamentais mais
graves do que em ratos maduros (STIGLICK e KALANT, 1985). Assim, postula-se que
a exposicdo a Cannabis possa ter efeitos distintos de acordo com o estado de maturagédo
cerebral do individuo (SCALLET, 1991), podendo interferir a longo prazo em fun¢des
diversas como plasticidade, comportamento, aprendizado e meméria (HEIFETS e
CASTILLO, 2009).

As fases de desenvolvimento cerebral do cdo ndo sdo bem conhecidas, porém
acredita-se que a poda neuronal ocorra na espécie aproximadamente entre dois e quatro
meses de vida (WATSON et al., 2006; SEPPALA et al., 2011). Dessa forma, a utilizacdo
de produtos a base de Cannabis em cdes com idade superior a seis meses teria menor
possibilidade de interferir nesse processo. Ainda assim, 0 acompanhamento dos animais
a longo prazo, a realizagdo de estudos com padronizacdo por idade e a execugdo de
avaliacOes relacionadas a comportamento, aprendizado e memdria poderiam permitir
mensurar de maneira objetiva o efeito dos tratamentos com fitocanabinoides sobre a
cognicgéo de cdes em diferentes etapas de desenvolvimento neuronal.

Para inclusdo na fase 2 os animais deveriam apresentar suspeita diagnostica de
epilepsias idiopaticas, dada por apresentacdo recorrente de alteracdes paroxisticas de

semiologia semelhante a crise epiléptica generalizada ou focal (com comprovagédo por
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filmagem de pelo menos um episddio), com inicio dos episodios entre seis meses e seis
anos de idade, apds exclusdo de possiveis causas extracranianas e intracranianas (por
meio de exames fisico, neuroldgico e complementares) (DE RISIO et al., 2015). A
manifestacdo recorrente de crises epilépticas € a principal caracteristica clinica das
epilepsias (FISHER et al., 2017). O EEG é o exame considerado padrdo-ouro para
diagndstico de crises epilépticas em cées e seres humanos (BERENDT et al., 1999). No
entanto, o método é pouco difundido na medicina veterinria (BRAUER et al., 2012).
Assim, segundo PACKER et al. (2015), o diagnostico de crise epiléptica em cdes €
basicamente clinico, com reconhecimento de sinais classicos (apresentacdo paroxistica
de duracdo de segundos a poucos minutos com manifestacdo estereotipada, possivel
observacdo de sinais pré ou pés-ictais, ocorréncia dos episddios geralmente com o animal
calmo ou em sono leve, possivel presenca de sinais autonémicos, envolvimento comum
da musculatura orofacial e etc) e exclusdo de diagnosticos diferenciais. Tem se tornado
frequente a filmagem dos episodios para anélise pelo médico veterinario (PRESTON et
al., 2013), o que pode permitir melhor avaliagéo dos eventos.

O porte e peso dos animais foi variavel, com mediana de peso de 12,45 kg (valor
minimo de 3,9 kg e valor maximo de 35,0 kg). Especificamente quanto as racas estudadas,
foram incluidos cdes SRD, Yorkshire, Poodle e Dalmata. Nenhum dos animais estudados
pertencia a raga com alta predisposicdo a apresentar epilepsias farmacorresistentes
(PACKER et al.,, 2014). Relata-se predisposicdo genética racial para epilepsias
idiopaticas dada pela observacdo de incidéncia superior a 2% em diversas racas, dentre
elas Poodle e Dalmata (HULSMEYER et al., 2015). N&o ha confirmagdo de heranga
genética para epilepsias idiopaticas na raca Yorkshire. Na verdade, ao lidar com cées
dessa raca com histdrico de crises epilépticas recorrentes, 0 médico veterinario deve
sempre pensar em descartar causas primarias de origem metabolica (como shunt
portossistémico, por exemplo) ou estrutural (como hidrocefalia, meningoencefalites
inflamatdrias/infecciosas ou neoplasias, por exemplo) (BOLLINGER-SCHMITZ e
KLINE, 2000), especialmente se o animal apresentar alteracfes ao exame neuroldgico.
Sabe-se que ainda que ndo haja relato de heranga genética pode-se estabelecer diagnostico
de epilepsias idiopaticas de origem desconhecida apOs exclusdo de possiveis causas
estruturais, metabolicas ou toxicas (MARIANI, 2013) em outras racas ou mesmo em cées
SRD (JAGGY e BERNARDINI, 1998; PAKOZDY et al., 2008; AIELLO et al., 2012).

Os critérios para inclusdo no presente estudo estavam de acordo com as

recomendagdes do consenso em epilepsia veterindria para diagnéstico de epilepsias
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idiopaticas (DE RISIO et al., 2015). Assim, ndo foram pré-requisitos a realizacao de testes
especificos para descartar as referidas condigdes, como ultrassonografia abdominal,
mensuracédo de bilirrubinas, ultrassonografia transcraniana, tomografia computadorizada
ou ressonancia magnéetica de encéfalo e avaliacdo do liquido cerebroespinal. Porém, o
longo historico de recorréncia de crises epilépticas sem o desenvolvimento de alteracdes
clinicas, neuroldgicas ou laboratoriais torna bastante improvavel a presenca de doenca
primaria metabdlica - como shunt portossisttmico (GREENHALGH et al., 2010) ou
estrutural — como meningoencefalites inflamatorias (TIPOLD et al., 1993) nos cées

estudados.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Efeito placebo é caracterizado por melhora dos sintomas em resposta a intervengoes
médicas inertes para a condi¢cdo em questdo, tendo sido descrito em seres humanos
(TEIXEIRA, 2009) e animais (MCMILLAN, 1999; JAEGER et al., 2005; MALEK et al.,
2012; TALBOT et al., 2013; GRUEN et al., 2017). MUNANA et al. (2010) referiram
observacdo de resposta importante a tratamentos placebo, caracterizada por redugéo
superior a 50% na frequéncia de crises epilépticas em trés estudos duplo-cego
randomizados controlados que pretendiam avaliar a eficacia de diferentes tratamentos em
cies epilépticos. MCMILLAN (1999) e MUNANA et al. (2010) revisaram diversas
hipGteses que tentaram justificar a observagédo desse efeito em cées, dentre elas: influéncia
da expectativa do tutor e do pesquisador a respeito da terapia e necessidade de
interpretacdo de parametros subjetivos como intensidade de manifestacfes clinicas;
maior aderéncia ao tratamento quando da participacdo de estudos clinicos, inclusive
quanto a administracdo de farmacos previamente prescritos; e assisténcia veterinaria de
melhor qualidade durante a execucdo das pesquisas.

A utilizagdo de delineamento duplo-cego randomizado controlado visa avaliar
acao terapéutica de determinada conduta minimizando-se o viés do efeito placebo, sendo
considerado padrdo ouro ou de maior qualidade de evidéncia para estudos clinicos como
a fase 2 do presente estudo (DOS REIS et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de implante
de eletrodos de avaliacdo continua de tragcados de EEG ou mesmo a realizacdo pontual
desse exame poderia trazer maior objetividade na avaliacdo de resposta a terapia anti-
crises testada (SIVAKUMAR et al., 2017) reduzindo, inclusive, a influéncia do efeito

placebo.
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No presente estudo, o extrato obtido apOs processamento laboratorial das
inflorescéncias e frutos de Cannabis foi diluido em TCM para elaboragdo do produto
utilizado. Assim como em outros estudos controlados que também pretenderam avaliar
efeito da adicdo de fitocanabinoides a terapia convencional no controle de crises
epilépticas, empregou-se como solucgéo placebo (fase 2) o dleo utilizado na diluicdo do
produto testado (DEVINSKY et al., 2017; DEVINSKY et al., 2018b; THIELE et al.,
2018; MCGRATH et al., 2019;). A substancia também foi empregada como controle
negativo (ou sham) na fase 1 do estudo.

Sabe-se que a cetose relacionada a estado de jejum (LIVINGSTON, 1954;
WILDER, 1921) ou ao consumo de dietas ricas em gorduras e pobres em carboidratos
(MASINO e RHO, 2019) contribui para o controle de crises epilépticas por meio de
complexos mecanismos. Os triglicérides de acidos octanoicos e decanoicos (TCM)
apresentam bom efeito cetogénico apds absorcao gastrointestinal em seres humanos
(SILLS et al., 1986) e cdes (PUCHOWICZ et al., 2000). A adicdo de doses elevadas
dessas substancias a dieta contribuiu para o controle de crises epilépticas em caes em
diversos estudos clinicos (LAW et al., 2015; BERK et al., 2018; MOLINA et al., 2020).
Além disso, postula-se que o consumo frequente de TCM possa estar relacionado a efeitos
terapéuticos de auxilio para perda de peso (ST-ONGE et al., 2008), protecdo
cardiovascular (IEMITSU et al., 2008) e acdo antioxidante (LI et al., 2015). No entanto,
os referidos estudos empregaram o TCM como importante fonte caldrica para
demonstracdo desses efeitos, enquanto no presente estudo os animais fizeram uso de
baixas doses da substancia (0,02 mL por kg). Assim, dificilmente a dose empregada seria
suficiente para observacdo de acéo terapéutica e, ainda que houvesse algum efeito, este
deveria se manifestar igualmente nos diferentes grupos experimentais. De fato, ndo
observou-se resposta quanto a controle de crises epilépticas (dada por reducéo de 50% na
frequéncia dos episodios) com a utilizacdo da solucao placebo em nenhum dos animais.

Estudos em cdes (MCGRATH et al., 2019) e seres humanos (GASTON et al.,
2017) com epilepsias ndo indicaram alteracdo relevante nos niveis séricos de fenobarbital,
brometo de potassio e/ou levetiracetam ap6s associacdo de CBD. Tal analise ndo foi
realizada para o THC e outros fitocomponentes da Cannabis. Acredita-se que haja pouco
potencial de interacdo dessas substancias com o brometo de potassio e levetiracetam -
farmacos que praticamente ndo se ligam a proteinas plasmaticas e apresentam
metabolismo hepéatico minimo (WALLACE e BRODIE, 1939; BENEDETTI et al., 2004;
DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al., 2015). Porém, ndo se pode descartar essa
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possibilidade. Assim, seria necessario utilizar diferentes grupos experimentais e aumentar
0 nimero de animais estudados ao incluir cdes tratados com essas drogas. Por isso 0
presente estudo avaliou os efeitos da associacdo do Oleo de extrato de Cannabis
exclusivamente em cées tratados com o fenobarbital em monoterapia.

A principio planejava-se incluir somente animais que apresentassem no minimo
duas crises epilépticas por més, conforme realizado por MCGRATH et al. (2019). Apo6s
revisdo de dados clinicos dos pacientes acompanhados pelo setor de neurologia do
Hospital Veterindrio da UFMG, observou-se um ndmero minimo de animais que
atendiam a ambos os critérios de inclusdo simultaneamente (duas crises por més +
tratamento em monoterapia com fenobarbital). Aparentemente tutores de cées epilépticos
tendem a considerar aceitavel a ocorréncia de até uma crise epiléptica a cada trés meses
(CHANG et al.; 2006). A realizacdo de eutanasia em pacientes que ndo apresentam
controle adequado dos episodios é relativamente frequente e parece ser o principal fator
responsavel pela menor expectativa de vida desses animais (BERENDT et al., 2007;
HULLSMEYER et al., 2010; GULLOV et al., 2012). Assim, é comum a associacdo de
segunda linha de medicamento anti-crises (frequentemente brometo de potéssio ou
levetiracetam) ao lidar com cdo tratado adequadamente com o fenobarbital, mas que
continue apresentando dois episodios de crises epilépticas por més (POTSCHKA et al.,
2015) — motivo pelo qual ndo foi possivel atender a ambos os critérios de incluséo
inicialmente propostos e optou-se por avaliar cdes tratados adequadamente com o
fenobarbital em monoterapia e que, ainda assim, apresentassem no minimo uma crise
epiléptica por més.

Estudos que avaliaram intervencdes terapéuticas em epilepsias consideraram
Como responsivos 0s pacientes que apresentavam reducdo de no minimo 50% na
frequéncia de crises epilépticas (PERUCCA, 1997; DEVINSKY etal., 2017; MCGRATH
et al.,, 2019). Dessa forma, os cdes incluidos no estudo deveriam ser tratados e
acompanhados por, no minimo, dois meses para observacdo de possivel efeito
terapéutico, ja que apresentavam uma crise epiléptica por més. Os conceitos de auséncia
de crises epilépticas por no minimo trés meses (KRUMHOLZ, 2003) ou obtencéo de
periodo interictal trés vezes superior (POTSCHKA et al., 2015) também sdo considerados
indicadores de sucesso terapéutico. Sabe-se ainda que, assim como em outras doencas
cronicas, as epilepsias tendem a apresentar periodos de piora - em que o tutor esta mais
propenso a procurar por métodos alternativos como terapias experimentais - seguidos de

melhora independente da utilizacdo de qualquer tratamento - 0 que pode ser
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erroneamente interpretado como resultado positivo da terapia avaliada (MORTON e
TORGERSON, 2005). Assim, avaliacbes mais longas, de no minimo trés meses,
propiciariam a obtencdo de dados de mais qualidade ao se mensurar efeito clinico da

associacdo do 6leo de extrato de Cannabis ao tratamento de cées epilépticos.

3.4 PARAMETROS AVALIADOS NA MONITORIZACAO CLINICA DOS
ANIMAIS

3.4.1 PESO

A instituicdo dos tratamentos experimentais ndo determinou alteracdo

significativa de peso nos animais durante o periodo avaliado (Figura 2).
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Figura 2- Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvio-padrédo) de peso (kg) dos cées estudados nos trés diferentes tempos de
avaliacdo. Apos comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi detectada diferenca
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estatistica (p>0,05) nos diferentes tempos. G1/SC (n=4) tratados com 6leo de extrato de
Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da institui¢do dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apds inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses apds inicio dos tratamentos experimentais.

Quanto a manutencgdo do peso corporal, o sistema endocanabinoide parece atuar,
assim como para outras funcdes, no sentido pré-homeostase (estimulando o apetite e a
gliconeogénese apds periodo de jejum ou favorecendo a saciedade ap6s alimentacao, por
exemplo) (DI MARZO e DESPRES, 2009). Alteracdes do tono endocanabinoide podem
estar relacionadas a desordens metabdlicas crénicas, como diabetes tipo 2 (DE
FONSECA, 2004; DI MARZO et al., 2011).

Alguns estudos observaram relacdo inversa entre o consumo frequente de
Cannabis e ocorréncia de obesidade (PENNER et al.,, 2013; ALSHAARAWY e
ANTHONY, 2019). E sabido que o consumo de pequenas doses de THC pode determinar
efeito orexigénico (ABEL, 1971; WILLIAMS et al., 1998) - popularmente conhecido
como “larica”-, enquanto o emprego de altas doses da substancia pode estar relacionada
a acdo anorexigénica em estudos pré-clinicos (SOFIA e KNOBLOCH, 1976).

As substancias OEA (canabimimético) e rimonabant (antagonista/agonista
inverso de receptores CB1) tém demonstrado efeito relevante de auxilio na perda de peso
por inducdo de saciedade em estudos pré-clinicos ou clinicos (RODRIGUEZ DE
FONSECA et al., 2001 ; MOREIRA e CRIPPA, 2009; GAETANI et al., 2010). Além
disso, a Cannabis tem sido indicada em alguns paises como parte do arsenal terapéutico
em pacientes oncoldgicos por demonstrar efeito clinico importante de reducdo de
anorexia e nausea induzidas por quimioterapia (ABRAMS, 2016).

Em concordéancia com os achados citados, outras estudos clinicos/relatos de caso
que avaliaram a utilizacdo de fitocanabinoides em cdes (CBD isolado ou associado ao
THC) ndo citaram observacédo de alteracdo no peso dos animais (GAMBLE et al., 2018;
MOGI e FUKUYAMA, 2018; DE ALAVA, 2019; MCGRATH et al. 2019).

Quanto a possiveis efeitos das demais substancias utilizadas sobre a variavel, a
administracdo de fenobarbital em cées é sabidamente relacionada a polifagia -
provavelmente devido a supressdo de atividade do centro de saciedade no hipotalamo —
com consequente ganho de peso (DE RISIO e PLATT, 2014), enquanto 0 consumo
frequente de TCM pode estar relacionado a perda (MUMME e STONEHOUSE, 2015)
ou ganho de peso (HALL e JEWELL, 2012). A administracdo das substancias nédo se
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relacionou, no entanto, a alteracdo significativa no peso dos animais.

Sabe-se ainda que o sistema endocanabinoide exerce influéncia sobre a
manutencdo do peso corporal por meio de outros mecanismos complexos que envolvem
sensibilidade a insulina, metabolismo do tecido adiposo, atividade pancreética, digestao,
absorcéo e transformacdo de nutrientes (PACHER et al., 2006; PAGOTTO et al., 2006;
SANGER, 2007; HORN et al., 2018). Os indicios surgiram a partir da observacéo de que
0 consumo de Cannabis (GREENBERG et al., 1976) ou alteragdo experimental da
atividade de receptores CB1 (COTA et al., 2003; RAVINET-TRILLOU et al., 2003;
RAVINET-TRILLOU et al.,, 2004; OSEI-HYIAMAN et al., 2005) poderiam estar
relacionados a alteracfes no peso sem correlacéo direta com a ingestao caldrica.

Registrou-se episédio de hipoglicemia (51 mg/dL) em um dos cées epilépticos
tratados com o Oleo de extrato de Cannabis (G4/EF+C) na primeira semana de tratamento.
O animal ndo apresentava histdrico recente de anorexia, diarréia, vomito ou qualquer
alteracdo em sua rotina alimentar. Na ocasido, o animal foi atendido para reavaliagdo com
a queixa de prostracdo apds um rapido episodio de crise epiléptica generalizada tonico-
clénica ocorrido poucas horas antes. A glicemia foi aferida com aparelho glicosimetro
portatil apos coleta de sangue por meio de puncdo da veia cefalica. Apds alimentacao
realizou-se nova medicdo, que apontou valor normal para a espécie (104 mg/dL). O
referido animal tinha mensuracdes de glicemia em jejum anteriores ao tratamento
experimental com valores dentro da normalidade, porém sempre préximos ao limite
inferior: a primeira realizada ha dois anos como parte de investigacao diagnostica para a
causa das crises epilépticas com valor de 68 mg/dL, e a segunda realizada ha dois meses,
quando animal foi internado devido a ocorréncia de crises epilépticas em cluster, de valor
71 mg/dL. Posteriormente foram realizadas novas mensuracdes a cada 15 dias para
acompanhamento, em que ainda foram observados resultados discretamente reduzidos ou
no limite inferior para a espécie (69 mg/dL, 61 mg/dL, 63 mg/dL) (IDOWU E
HEADING, 2018). Foram mensurados nivel de insulina (21,61 pUI/mL) e razéo
insulina:glicemia (3,68), ambos os resultados apresentando-se dentro da normalidade
para a espécie (GOUTAL et al., 2012). Além disso, foi realizado exame de
ultrassonografia abdominal (ROBBEN et al., 2005), em que ndo observou-se qualquer
alteracdo estrutural. O animal ndo apresentou mais episédios, mantendo-se clinicamente
bem, se alimentando normalmente, com controle adequado das crises epilépticas. Por esse
motivo os tutores preferiram néo retirar o animal do estudo. Os demais tutores nao

apresentaram queixa semelhante.
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Especificamente quanto ao efeito sobre a glicemia, apds ocorréncia de crise
epiléptica pode-se observar inicialmente hipoglicemia — principalmente por aumento do
consumo energético cerebral e muscular nas crises epilépticas generalizadas - seguida de
hiperglicemia — sobretudo relacionada a liberacdo de catecolaminas e corticosteroides
(DE RISIO e PLATT, 2014). Acredita-se que a ativacdo do sistema endocanabinoide
(determinada fisiologicamente ou pela administracéo de fitocanabinoides) possa interferir
no metabolismo de glicose gerando tendéncia a hipo ou hiperglicemia por meio de
modulacéo da glicogénese (EL-SOUROGY et al., 1966) e da glicosintese (MATIAS et
al., 2006; LEVENDAL et al., 2012; NAKATA e YADA, 2012) e atividade da insulina
nos tecidos (LIU et al., 2012), o que, no entanto, ndo foi observado no referido animal.
Além disso, o valor de glicemia em jejum citado ndo diferiu tanto das mensuragdes
prévias ao tratamento experimental, que sempre demonstravam tendéncia a se manter no
limite inferior. Hipoglicemia ndo é um relato frequente nas intoxicacGes por Cannabis
em cées (FITZGERALD et al., 2013; BRUTLAG e HOMMERDING, 2018; BATES,
2020). A condigdo néo foi relatada em estudos e relatos de caso em que se utilizaram
fitocanabinoides em cies (GAMBLE et al., 2018; MCGRATH et al. 2018; DE ALAVA,
2019; MCGRATH et al. 2019; VAUGHN et al., 2020; VERRICO et al., 2020).

A mensuracao de glicemia ndo foi utilizada como pré-requisito para inclusdo dos
animais no estudo ou como exame de rotina no monitoramento dos cdes. Assim, é dificil
afirmar qual a relevancia da discreta hipoglicemia pontualmente observada nesse animal,
se estava ou ndo relacionada ao tratamento com 6leo de extrato de Cannabis e, ainda, se
outros animais do estudo apresentaram a mesma condigdo. Sugere-se, assim, que a
realizacdo de tal analise poderia ter sido interessante para avaliacdo de possivel efeito do

tratamento com 6leo de extrato de Cannabis sobre 0 metabolismo da glicose nos cées.
3.4.2 TEMPERATURA CORPOREA

Em nenhum momento houve registro de temperatura retal fora do intervalo de
referéncia para a espécie (entre 37,8 °C e 39,6 °C) (MILLER, 2005; TAYLOR, 2005).

Além disso, ndo foi observada alteracéo significativa na temperatura corporal dos animais

com a instituicdo das terapias experimentais (Figura 3).
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Figura 3- Demonstragdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvio-padrao) de temperatura retal (°C) dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Apds comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi detectada
diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos experimentais (G1
p=0.87, G2 p=0.88, G3 p=0.57, G4 p=0.12, G5 p=0.36). G1/SC (n=4) tratados com bleo
de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 6leo de extrato de
Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao
fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis associado ao
fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da
instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos
experimentais; T2- dois meses apos inicio dos tratamentos experimentais.

Acredita-se que o sistema endocanabinoide participe do controle da temperatura
corporea principalmente, mas ndo exclusivamente, pela ativacdo de receptores CB1 na
regido anterior do hipotdlamo (RAWS e BENAMAR, 2011). Postula-se que as respostas
de hipomotilidade e hipotermia classicamente relatadas com administracdo de THC
(PERTWEE e TAVENDALE, 1977; FENNESSY e TAYLOR, 1997) e de outros
agonistas canabinoides endogenos (COSTA et al., 2005) ou exdgenos (COMPTON et al.,
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1992) estejam relacionadas a mecanismos evolutivos de conservacdo de energia em
periodos de pouca disponibilidade de alimento, fisiologicamente modulados pelo sistema
endocanabinoide (KUNOS et al., 2008). A hipotermia parece estar relacionada a redugéo
da producdo de calor aguda (de duracéo de, no maximo, poucas horas) e dose-dependente
(FITTON e PERTWEE, 1982). De fato, ha registros do emprego da Cannabis como
agente antipirético desde o século X (LOZANO, 2001). Ainda, hé indicios de que a planta
possa exercer efeito bifasico dose-dependente sobre o controle da temperatura, com
macrodoses relacionadas a hipotermia e microdoses relacionadas a hipertermia
(PERTWEE, 1985).

MCGRATH et al. (2018) observaram hipertermia transitéria em um dos 30 cées
tratados com produtos predominantes em CBD (creme transdermal, capsula ou 6leo). Ja
hipotermia é sinal frequentemente relatado em cdes intoxicados por Cannabis
(THOMPSON et al, 1973; FITZGERALD et al., 2013) ou canabinoides sintéticos
(KELMER etal., 2019). VAUGHN et al. (2020) referiram observagao de hipotermia com
a administracéo de doses mais elevadas de fitocanabinoides (3 mg/kg de CBD e 2 mg/kg
de THC) em cdes tratados com 6leos predominantes em THC, mas ndo nos animais que
receberam formulacdes predominantes em CBD. Os demais estudos clinicos/relatos de
caso que avaliaram a utilizacdo de fitocanabinoides em cées (CBD isolado ou associado
ao THC) ndo citaram realizacdo de afericdo de temperatura na rotina de avaliagdo dos
animais tratados (GAMBLE et al., 2018; MOGI e FUKUYAMA, 2018; DE ALAVA,
2019; MCGRATH et al. 2019).

Quanto ao possivel efeito da administracdo das demais substancias sobre a
temperatura corporal, 0 emprego de altas doses de barbitdricos pode estar relacionado a
hipotermia, sedacdo e depressdo respiratoria por reducdo da atividade metabdlica
encefalica (KIYATKIN e BROWN, 2005). Tal condicéo, no entanto, ndo é relatada para
a utilizacdo de doses de manutencéo para controle de crises epilépticas em cées. Nao ha
consenso quanto a relevancia da influéncia da administracdo de TCM sobre a temperatura
corporal: ha estudos que indicaram que ndo ha interferéncia (MASCIOLI et al., 1991),
enquanto outros sugeriram observagdo de tendéncia de aumento da temperatura corporal
com a utilizacdo da substancia (TELLIEZ et al., 1998). N&o foi observada alteracéo

significante na temperatura corporal dos animais que receberam fenobarbital e/ou TCM.
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3.4.3 AVALIACOES RELACIONADAS AO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Foram registrados valores de PAS superiores a referéncia para a espécie canina
(ACIERNO et al., 2018) em quatro dos 18 cées estudados. Somente um dos 18 animais
apresentou alteracOes relevantes ao ECG e & ausculta cardiaca. Nao foram identificadas
alteracdes estatisticamente significativas de PAS e FCM com a instituicdo das terapias

experimentais (Figura 4, Figura 5).
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Figura 4- Demonstragdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvio-padrao) de pressédo arterial sistélica (mmHg) dos cées estudados nos trés
diferentes tempos de avaliacdo. Apos comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi
detectada diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos experimentais
(G1 p=0.15, G2 p=0.73, G3 p=0.55, G4 p=1.0, G5 p=0.35). G1/SC (n=4) tratados com
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Oleo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 6leo de
extrato de Cannabis associado ao fenobarbital, G3/SF+P (n=4) tratados com TCM
associado ao fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital.
TO- antes da instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos
tratamentos experimentais; T2- dois meses ap0s inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 5- Demonstragdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvio-padrao) da frequéncia cardiaca média (BPM) dos cées estudados nos trés
diferentes tempos de avaliacdo. Apos comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi
detectada diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos experimentais
(G1 p=0.90, G2 p=0.58, G3 p=0.29, G4 p=0.59, G5 p=0.65). G1/SC (n=4) tratados com
6leo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com oleo de
extrato de Cannabis associado ao fenobarbital, G3/SF+P (n=4) tratados com TCM
associado ao fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital.
TO- antes da instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apods inicio dos
tratamentos experimentais; T2- dois meses apos inicio dos tratamentos experimentais.
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Ha indicios de que a utilizacdo de fitocanabinoides possa interferir em parametros
cardiovasculares como presséo arterial — no sentido pro ou antihipertensivo - e frequéncia
cardiaca — também com efeito bifasico - em seres humanos (MENKES et al., 1991;
TROUVE e NAHAS, 1999; ALSHAARAWY e ELBAZ, 2016; JADOON et al., 2017) e
animais (BATES et al., 2020). Ainda ndo ha consenso quanto ao efeito dessas substancias
sobre a atividade elétrica cardiaca: ha registros de alteragcdes importantes como blogqueios
atrioventriculares apds consumo de Cannabis (KEER, 2019), porém estudo recente com
mais de 2000 voluntarios humanos com historico de utilizacgdo da Cannabis nao
demonstrou correlacdo entre o seu uso e alteracbes ao exame de ECG (JAKOB et al.,
2020).

E provavel que os valores elevados de PAS observados nos quatro cées tenham
configurado hipertensdo situacional (descarga autondmica por estresse ou ansiedade)
(ACIERNO et al., 2018) e nao resultado das terapias implementadas, uma vez que foram
observados nos trés tempos em dois animais (um pertencente a G2/SC+F e outro a
G4/EF+C) e somente em TO nos dois restantes (ambos pertencentes a G5/EF+P).
Caracteristicas individuais como temperamento, porte, raca e condi¢do corporal podem
ainda ter contribuido para variacbes nos valores PAS e FCM sem a ocorréncia de
cardiopatias correlacionadas (REMILLARD et al., 1991; KALLET et al., 1997). Tais
observacdes vao ao encontro aos achados de FERNANDEZ-TRAPERO et al. (2020), que
ndo observaram alteracdes significativas nos valores de PAS e FCM com a utilizacdo de
produto comercial contendo CBD e THC em cées.

Um Unico animal (pertencente a G5/EF+P) apresentou alteracdes relevantes ao
ECG (aumento da duracdo da onda P e do complexo QRS) e a ausculta cardiopulmonar
(sopros sistolicos em focos mitral — grau IV-VI e tricuspide — grau IlI-1V-VI)
(NOSZCZUK-NOWAK et al., 2011). Tais alteracdes tampouco foram relacionadas ao
tratamento implementado, uma vez que foram registradas nos trés tempos para o referido
cdo. Foram citados nos laudos nos trés tempos registros de arritmia sinusal (que configura
uma variacao fisiologica de ritmo em cdes) (MILLER, 2013), marcapasso migratério
(considerado achado benigno) (AZZOPARDI e WENNER, 2017), desvio a esquerda do
eixo elétrico médio (que pode ser observado em cédes saudaveis de acordo com o
posicionamento para realizacdo do exame ou com a conformacdo do torax)
(CARNABUCI et al., 2019), discreto aumento de onda T (que pode se correlacionar a
disturbios metabdlicos) e momentos de bloqueio sinusal (observagdo frequente em caes

braquicefalicos) (FRENCH, 2008) — observacdes que, na auséncia de outras alteracdes
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clinicas, ttm relevancia limitada uma vez que podem se tratar de manifestacdes

fisiolGgicas para a espécie.

3.4.4 MENSURACAO DO FENOBARBITAL SERICO

Durante todo o presente estudo os niveis séricos de fenobarbital se mantiveram
dentro do intervalo terapéutico para tratamento de cées epilépticos (FARNBACH, 1984;
SCHWARTZ-PORSCHE et al., 1985; LEVITSKI e TREPANIER, 2000). Além disso,
ndo foi observada alteragdo significativa desta varidvel com a instituicdo das terapias

experimentais (Figura 6).
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Figura 6- Demonstragdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e

106



desvios-padréo) dos niveis séricos de fenobarbital dos cdes estudados nos trés
diferentes tempos de avaliacdo. Apos comparacgdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi
detectada diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos (G2 p=0.94, G3
p=0.40, G4 p=0.74, G5 p=1). G2/SC+F (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da institui¢do dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apds inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses apds inicio dos tratamentos experimentais.

Ainda no século XIX a Cannabis foi citada como estratégia terapéutica
interessante em pacientes humanos com epilepsias refratarias - a época chamadas de
“resistentes aos brometos” (GOWERS, 1881). Ha atualmente alto nivel de evidéncia de
que a adicdo de derivados da Cannabis (especificamente isolados de CBD) a tratamentos
prévios com farmacos antiepilépticos “convencionais” pode auxiliar no controle de crises
epilépticas em sindromes epilépticas farmacorresistentes em humanos (PERUCCA,
2017). N&o ha, no entanto, recomendacao de utilizacdo de derivados de Cannabis como
monoterapia em pacientes humanos com epilepsias (KOLLMYER et al., 2019).

Sabe-se que as substancias presentes na Cannabis e seus metabolitos sdo capazes
de interferir no metabolismo hepatico, o que pode alterar o perfil farmacocinético de
outros xenobidticos administrados conjuntamente (NASRIN et al., 2020). THC e CBD
podem gerar inibicdo da atividade das enzimas CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 e das
glucoroniltransferases hepaticas in vitro (YAMAORI et al., 2012). Desse modo, quando
associados a farmacos metabolizados por essas vias, poderiam contribuir para 0 aumento
de seus niveis séricos. Tal condicdo foi demonstrada para o0 CBD associado ao clobazam
em pacientes humanos (GASTON et al., 2017), havendo inclusive autores que sugeriram
gue 0 aumento nos nhiveis do metabolito ativo do Ultimo possa ser o responsavel pelo
ganho no controle de crises epilépticas observado apds associacdo ao CBD (PERUCCA,
2017). Corroborando os achados do presente estudo, a associacdo de CBD ao fenobarbital
- farmaco antiepiléptico de primeira escolha em cées, metabolizado pelo CYP2C9 na
espécie (CHEN et al., 2004) — ndo se relacionou a alteragdes significativas nos niveis
séricos do ultimo em humanos (GASTON et al., 2017) e cdes com epilepsias (GAMBLE
et al.,, 2019). Ainda assim, HARTSEL et al. (2019) recomendaram realizacdo de
mensuracdo sérica da droga pelo menos ap6s as duas primeiras semanas de tratamento
com fitocanabinoides em cées.

Quanto a possivel influéncia do TCM sobre os niveis séricos do fenobarbital,

MOLINA et al. (2020) néo referiram alteracdo nesta variavel com a utilizacdo de dietas
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cetogénicas ricas em TCM em cdes epilépticos previamente tratados com a droga. Da
mesma forma, a utilizagdo da substancia (empregada como controle negativo na fase 1
em G3/SF+P e placebo na fase 2 em G5/EF+P) ndo determinou alteragdes significativas
nos niveis sericos de fenobarbital.

Realizando-se o raciocinio na via contraria, o fenobarbital é capaz de induzir a
sintese e atividade de enzimas hepaticas, incluindo FA, glucoronil e glutationa-
transferases e componentes do citocromo p450 hepatico, particularmente das isoformas
CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP3A (GASKILL et al., 2004; STABILE et al., 2017). Tais
enzimas podem estar envolvidas no metabolismo hepatico dos fitocanabinoides
(WATANABE et al., 2007). Assim, a administracdo de fenobarbital associado a extrato
de Cannabis tem potencial para alterar a farmacocinética dos fitocanabinoides
principalmente aumentando seu metabolismo hepatico, reduzindo seus niveis séricos e
seu efeito terapéutico. Nesse sentido, a mensuragdo sérica ou urinaria de CBD e THC

poderia permitir a quantificacdo dessa influéncia nos cées no presente estudo.

3.4.5 HEMOGRAMA

Os intervalos considerados de referéncia foram aqueles utilizados pelo Hospital
Veterinario da UFMG. Os dados nimero de eritrocitos, HB, VG, plaquetas e diferencial
de leucocitos (linfécitos, neutrdfilos, eosindfilos e mondcitos) e os indices
hematimétricos VCM, CHCM e HCM se mantiveram dentro dos niveis de referéncia para
a espécie durante todo o périodo estudado. Um animal de G3/SF+P apresentou valores
de leucdcitos totais discretamente aumentados (entre 17.900 e 19.000) (WEISS e
WARDROP, 2010) nos trés tempos de avaliacdo. A instituicdo dos tratamentos
determinou alteracfes estatisticamente significantes nos valores de numero eritrécitos e
nos indices hematimétricos CHCM e HCM (p<0.05) (Figura 7 , Figura 8, Figura 9). Nao

foram observadas alteragfes estatisticamente significantes nos demais parametros.
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Figura 7- Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padréo) do numero de eritrécitos dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Apds comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis detectou-se
diferenga estatisticamente significante com a instituicdo do tratamento em G2 (p=0,02).
(G1 p=0.49, G3 p=0.17, G4 p=0.98, G5 p=0.10). G1/SC (n=4) tratados com 6éleo de
extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 6leo de extrato de
Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao
fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis associado ao
fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da
instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos
experimentais; T2- dois meses ap6s inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 8- Demonstracdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padréo) das porcentagens de CHCM dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Apds comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis detectou-se
diferenca estatisticamente significante com a instituicdo do tratamento em G1 (p=0.009),
G3 (p=0.02) e G4 (p=0.04). (G2 p=0.50, G5 p=0.16). G1/SC (n=4) tratados com 0leo de
extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com ¢leo de extrato de
Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao
fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis associado ao
fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da
instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos
experimentais; T2- dois meses ap6s inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 9- Demonstragdo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padrao) dos niveis HCM dos cées estudados nos trés diferentes tempos de
avaliagdo. ApoOs comparagdo pelo teste de Kruskal Wallis detectou-se diferenca
estatisticamente significante com a instituicdo do tratamento em G4 (p=0.02). (G1
p=0.33, G2 p=0.48, G3 p=0.65, G5 p=0.56). G1/SC (n=4) tratados com 0leo de extrato
de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da institui¢cdo dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses ap0s inicio dos tratamentos experimentais.
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Dentre as alteracdes acima relatadas, houve registro de pelo menos uma delas para
todos o0s grupos, exceto G5/EF+P. Foi observada reducdo estatisticamente significante do
namero de eritrocitos aos 30 dias de tratamento, seguida de aumento estatisticamente
signifcante (em relacdo a andlise em T1) nos animais de G2/SC+F. Em relacdo a
porcentagem de CHCM, registrou-se aumento estatisticamente significativo aos 30 dias
de tratamento em G1/SC e em G3/SF+P. Observou-se, por outro lado, redugdo desse
parametro em G4/EF+C, acompanhada de reducéo estatisticamente significante de HCM,
0 que também foi demonstrado para seres humanos usuarios cronicos de Cannabis por
WANI et al. (2018). A ocorréncia de anemia por possivel mielotoxicidade (WEISS e
SMITH, 2002) é raramente relatada com a utilizacéo de fenobarbital em cdes (HABOCK
e PAKOSDY, 2012) e de Cannabis em seres humanos (WANI et al., 2018) e animais
(KARIMI et al., 2007). DEABOLD et al. (2019) referiram observacdo de reducao
estatisticamente significante de VCM com utilizacdo de CBD em cées, o que também foi
demonstrado em seres humanos (WANI et al., 2018). O possivel mecanismo para tal
condigéo assim como a relevancia desse achado néo estdo bem esclarecidos. Por outro
lado, DEVINSKY et al. (2018a), GAMBLE et al. (2018), THIELE et al. (2018),
MCGRATH et al. (2019), FERNANDEZ-TRAPERO et al. (2020) ndo referiram
observacao de qualquer alteracdo ao hemograma com a utilizacéo de fitocanabinoides em
seres humanos ou cédes. Os achados do presente estudo tém, provavelmente, pouca
relevancia clinica por nédo ter havido variacdo além dos intervalos de referéncia para a
espécie. Sugere-se, no entanto, 0 acompanhamento desses parametros em cées tratados
com derivados da Cannabis com a realizacdo de hemogramas periédicos e eventualmente

de outros exames - como citologia de medula 6ssea - quando houver indicacao clinica.

3.4.6 PERFIL BIOQUIMICO

Os intervalos considerados de referéncia foram aqueles utilizados pelo Hospital
Veterinario da UFMG. Em nenhum momento foram registrados valores de uréia ou
creatinina fora dos niveis de referéncia para a espécie canina (KANEKO et al., 2008).
Ainda, a instituicdo dos tratamentos experimentais ndo determinou alteragédo

estatisticamente significante nesses valores (p>0.05) (Figura 10 e Figura 11).
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Figura 10- Demonstracéo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padrao) dos niveis séricos de uréia dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Ap6s comparacédo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi detectada
diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos (G1 p=0.69, G2 p=0.49,
G3 p=0.66, G4 p=0.50, G5 p=0.65). G1/SC (n=4) tratados com O6leo de extrato de
Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da institui¢do dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses apos inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 11- Demonstracédo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padrdo) dos niveis séricos de creatinina dos cdes estudados nos trés
diferentes tempos de avaliacdo. Apos comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi
detectada diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos (G1 p=0.81, G2
p=0.87, G3 p=0.17, G4 p=0.43, G5 p=0.86). G1/SC (n=4) tratados com 0leo de extrato
de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com Gleo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 06leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da instituicdo dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses apds inicio dos tratamentos experimentais.

H& demonstragdo de que o sistema endocanabinoide pode interferir no
funcionamento renal (DEUTSCH et al., 1997; KOURA et al., 2004; LECRU et al., 2015;
PRESSLY et al.,, 2019), e uma percepcdo geral a partir das evidéncias cientificas
disponiveis até o momento de que o uso de derivados da Cannabis livres de
contaminantes seja seguro para a saude dos rins (PARK et al., 2017).

GAMBLE et al. (2018) notaram discreto aumento nos niveis de creatinina com a
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utilizacdo continua de CBD em cées por quatro semanas para tratamento de osteoartrite.
Os valores, no entanto, se mantiveram dentro dos niveis de referéncia para cées. Assim
como no presente estudo, VAUGHN et al. (2020) néo referiram qualquer alteracdo nos
niveis séricos de uréia e creatinina com a utilizacdo de doses variadas de 6leos contendo
extratos de Cannabis predominantes em THC ou CBD em cées.

Quanto a bioquimica hepatica, os dados relativos a atividade das enzimas AST e
ALT se mantiveram dentro do intervalo de referéncia para cédes durante todo o estudo
(KANEKO, 2008), embora tenha sido notado aumento significativo da atividade de ALT
com a instituicdo de tratamentos experimentais em G4/EF+C (Figura 12, Figura 13).
Ainda, foram registrados valores séricos de atividade de FA acima da referéncia para a
espécie canina (KANEKO, 2008) antes e/ou ap6s a instituicdo dos tratamentos
experimentais em G2/SC+F, G3/SF+P, G4/EF+C e G5/EF+P, tendo sido notado aumento

estatisticamente significante na atividade da enzima em G2/SC+F (Figura 14).
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Figura 12- Demonstracédo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padréo) da atividade da enzima AST dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Ap6s comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi detectada
diferenca estatistica (p>0,05) com a instituicdo dos tratamentos (G1 p=0.33, G2 p=0.07,
G3 p=0.29, G4 p=0.58, G5 p=0.56). G1/SC (n=4) tratados com Oleo de extrato de
Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com 06leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital;
G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital. TO- antes da instituicdo dos
tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos tratamentos experimentais; T2-
dois meses apos inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 13- Demonstracédo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padréo) da atividade da enzima ALT dos cées estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Ap6s comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis foi detectada
diferenca estatistica (p<0,05) com a instituicdo dos tratamentos somente em G4
(p=0.023). (G1 p=0.20, G2 p=0.84; G3 p=0.98, G5 p=0.65). G1/SC (n=4) tratados com
6leo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com o0leo de
extrato de Cannabis associado ao fenobarbital, G3/SF+P (n=4) tratados com TCM
associado ao fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital.
TO- antes da instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos
tratamentos experimentais; T2- dois meses apos inicio dos tratamentos experimentais.
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Figura 14- Demonstracédo da tendéncia central por meio de boxplot (medianas e
desvios-padréo) da atividade da enzima FA dos caes estudados nos trés diferentes
tempos de avaliacdo. Ap6s comparacdo pelo teste de Kruskal Wallis foi detectada
diferenca estatistica (p<0,05) com a instituicdo dos tratamentos somente em G2
(p=0.038). (G1 p=0.87, G3 p=0.14, G4 p=0.79, G5 p=0.65). G1/SC (n=4) tratados com
6leo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com o0leo de
extrato de Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com TCM
associado ao fenobarbital; G4/EF+C (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis
associado ao fenobarbital; G5/EF+P (n=2) tratados com TCM associado ao fenobarbital.
TO- antes da instituicdo dos tratamentos experimentais ; T1- um més apos inicio dos
tratamentos experimentais; T2- dois meses apo6s inicio dos tratamentos experimentais.

O fenobarbital é um potente indutor das enzimas do sistema microssomal
hepético, 0 que pode gerar aumento da atividade sérica de FA, ALT e AST na auséncia
de alteragdes como leséo hepatocelular ou colestase (JOHNSON, 1995; MULLER et al.,
2000). E interessante observar que os grupos em que foram registrados valores de

atividade de FA superiores ao intervalo de referéncia para a espécie foram somente
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aqueles tratados com o fenobarbital (G2/SC+F,G3/SF+P,G4/EF+C e G5), sendo que
alguns individuos dos grupos G4/EF+C e G5/EF+P ja apresentavam tais niveis
aumentados em TO, o que é frequentemente relatado para cdes que fazem uso cronico do
farmaco (DE RISIO e PLATT, 2014) - como os animais estudados. Ainda, MULLER et
al. (2000) referiram aumento significativo também da atividade de ALT em 12 cées
tratados por sete meses com fenobarbital em uso continuo.

Assim como no presente estudo, reporta-se frequentemente aumento da atividade
sérica das enzimas FA, AST e/ou ALT com a utilizacdo de derivados da Cannabis —
isolados de CBD ou extratos full spectrum - em monoterapia ou associados a outros
farmacos em ratos (MUKHTA et al., 2011), seres humanos (DEVINSKY et al., 2018a;
DEVINSKY et al.,, 2018b; THIELE et al., 2018) e cdes (GAMBLE et al., 2018;
MCGRATH et al., 2018; MCGRATH et al., 2019).

Os fitocanabinoides parecem atuar como inibidores dos mecanismos de fase 1 e 2
do metabolismo hepéatico em seres humanos (BROWN e WINTERSTEIN, 2019; ZHU e
PELTEKIAN, 2019), o que é provavel que ocorra tambeém em cdes - apesar de ainda ndo
ter sido de fato demonstrado (MCGRATH et al., 2019). Muito se discute sobre as
potenciais hepatotoxicidade ou hepatoprotecdo com o uso de derivados da Cannabis em
diferentes espécies (STOHLS e RAY, 2020). Ressalta-se na literatura que a a utilizacdo
de fitocanabinoides com finalidade terapéutica deve ser realizada com cautela
(acompanhamento para potenciais danos hepaticos) especialmente quando estes sao
empregados em altas doses ou em associacdo com outras substancias potencialmente
hepatotoxicas, como &cido valproico (THIELE et al., 2018) ou o fenobarbital. Os achados
do presente estudo corroboram este pressuposto, jA que se observou elevagdo
estatisticamente significante na atividade de FA (G2/SC+F) ou ALT (G4/EF+C) somente
nos grupos tratados com a associacdo de fenobarbital ao 6leo de extrato de Cannabis. Ja
0S animais que receberam Oleo de extrato de Cannabis em monoterapia (G1/SC)
mantiveram estes niveis sempre dentro do intervalo de referéncia para a espécie, nao
tendo apresentado diferenca estatisticamente significativa com a instituicdo do
tratamento.

Caso a ocorréncia de hepatotoxicidade tenha sido de fato a causa para a
observacao de aumento da atividade sérica de ALT e FA com a associacao do 6leo de
extrato de Cannabis ao fenobarbital, um mecanismo possivel seria a inibicdo do
metabolismo hepatico do ultimo que, em niveis séricos elevados, poderia potencializar a

inducdo enzimatica ou mesmo ter acdo hepatotoxica. MCGRATH et al. (2019) sugeriram
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tal mecanismo para justificar a observacdo de aumento da atividade sérica de FA com a
utilizacdo de CBD associado a farmacos convencionais (entre eles o fenobarbital) em cédes
epilépticos. Todavia, a mensuracdo do fenobarbital sérico ndo demonstrou elevagéo apds
associacdo ao CBD (MCGRATH et al., 2019), assim como ocorreu no presente estudo
apos associacao ao 6leo de extrato de Cannabis. Deste modo, ndo se pode afirmar qual
seria 0 provavel mecanismo para 0 aumento da atividade de FA e ALTobservado, assim
como qual a relevancia clinica deste achado. E importante observar que os valores de
atividade de ALT se mantiveram dentro dos intervalos de referéncia para a espécie por
todo o periodo avaliado. Ainda assim, 0 acompanhamento da atividade sérica dessas
enzimas assim como de outros indicadores de lesdo ou funcdo hepatica como
ultrassonografia abdominal, niveis de GGT, proteinas totais e fragdes, uréia, colesterol e
bilirrubinas (FOSTER et al., 2008) é aconselhado.

3.4.7 PESQUISA DE POSSIVEIS EFEITOS COLATERAIS

Além do periodo pré-experimental (para selecdo dos animais), os cées foram
submetidos a reavaliac@es clinicas por meio de exames fisico e neurolégico em T0O, Tl e
T2. Nao foram observadas alteracGes dignas de nota (fase 1 e fase 2).

Na fase 1, em que os animais eram avaliados diariamente para pesquisa de
possiveis efeitos colaterais das terapias experimentais, houveram no total 84 registros de
alteracOes clinicas ou comportamentais. Destes, 23 registros se deram no G1/SC, 33 no
G2/SC+F e 28 no G3/SF+P (Figura 15). Houveram mais observacdes de alteracdes no
primeiro més de tratamento (13 dos 23 registros de G1/SC, 22 dos 33 registros de
G2/SC+F e 13 dos 28 registros de G3/SF+P) (Figura 16). Apenas dois dos 12 cées nao
apresentaram qualquer alteracdo durante todo o periodo estudado — um deles pertencente
ao G1/SC e o outro pertencente ao G3/SF+P. Diarréia e vomito foram as observagdes
mais relatadas (59 registros), seguidas por alteraces dermatoldgicas - prurido ou alopecia
— (9 registros), reducdo de apetite (7 registros), alteracbes oftalmicas - hiperemia
conjuntival ou epifora — (7 registros), sedacéo (1 registro) e tosse (1 registro) (Figura 17).
Trés condigdes (alteragdes oftalmicas, prostracéo e tosse) foram relatadas apenas para 0s
animais tratados com extrato de Cannabis em monoterapia ou em associagdo ao
fenobarbital (G1/SC e G2/SC+F).

Ja para os animais estudados na fase 2, os tutores dos seis cdes relataram

observacao de alteraces clinicas possivelmente indicativas de efeito colateral as terapias
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em algum momento (Tabela 4). No primeiro més de tratamento, principalmente nas duas
primeiras semanas de tratamento, trés dos quatro cdes tratados com Oleo de extrato de
Cannabis apresentaram alteracGes: o primeiro apresentou sedagédo, ataxia, prostragéo,
polifagia, polidipsia e episddios de taquipnéia; o segundo apresentou agitacao; o terceiro
manifestou o episddio de hipoglicemia relatado anteriormente. Além disso, 0s ]dois
animais tratados com placebo[4] também manifestaram alterag8es no periodo: o primeiro
apresentou vomitos recorrentes e episédios de taquipnéia; e o segundo apresentou
polifagia. No segundo més de tratamento houve uma percepg¢do geral por parte dos seis
tutores de melhora desses sinais. Porém, ainda assim, trés dos quatro cées tratados com o
6leo de extrato de Cannabis apresentaram alteracfes: o primeiro apresentou reducéo do
apetite; 0 segundo apresentou polidipsia; e o terceiro apresentou agitacao e polifagia. Ja
os tutores dd cdes tratados com pIacebo\[S] ndo relataram observacao de alterac6es clinicas

nesse periodo.

o
@ 40—
[#h]
©
4 30-
W
a —
:l: b
aQ
..E o 20-
@ 2=
=)
@ 10-
=
i
E D- T
1 G1 G2 G3

Figura 15- Demonstracao grafica do numero total de registros de alteracdes clinicas
ou comportamentais possivelmente indicativas de efeitos colaterais das terapias
experimentais durante os 60 dias de periodo experimental (fase 1). G1/SC (n=4)
tratados com 6leo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com
Oleo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com
TCM associado ao fenobarbital.
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Figura 16- Demonstracdo grafica da distribuicdo dos registros de possiveis efeitos
colaterais das terapias experimentais nos dois meses estudados (fase 1). G1/SC (n=4)
tratados com dleo de extrato de Cannabis em monoterapia; G2/SC+F (n=4) tratados com
Oleo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital; G3/SF+P (n=4) tratados com
TCM associado ao fenobarbital.
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Figura 17- Demonstracdo grafica da distribuicdo das categorias de registros de
possiveis efeitos colaterais das terapias experimentais em cada grupo experimental
na fase 1. G1/SC (n=4) tratados com 0leo de extrato de Cannabis em monoterapia,;
G2/SC+F (n=4) tratados com 0Oleo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital;
G3/SF+P (n=4) tratados com TCM associado ao fenobarbital. 1 — diarréia; 2- vémito; 3-
alteracdes dermatologicas; 4- reducdo de apetite; 5- alteracdes oftdlmicas; 6- sedacéo; 7-
tosse.
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Tabela 4 — Alteracdes clinicas relatadas pelos tutores nos dois meses de estudo (fase
2).

Identificacdo AlteracOes observadas Alteracdes observadas

(primeiro més) (segundo més)

Cannabis 1 (G4-1) - Reducéo de apetite
Cannabis 2 (G4-2) Sedacdo, ataxia, prostracdo, Polidipsia

polifagia, polidpsia,
episodios de taquipnéia

Cannabis 3 (G4-3) Agitacédo Agitacdo, polifagia
Cannabis 4 (G4-4) Episddio de hipoglicemia -
Placebo 1 (G5-1) VOmitos recorrentes, -

episédios de taquipnéia

Placebo 2 (G5-2) Polifagia -

As duas avaliagdes diérias para cada um dos 12 animais avaliados na fase 1
durante os 60 dias de periodo experimental poderiam gerar mais de mil registros de
alteracdes (2x60x12). Além de pouco frequentes (pouco mais de 5% do total de
avaliacbes foram relacionadas a alteracBes), as condi¢bes relatadas ndo tiveram
repercussdo clinica importante, uma vez que as avaliacBes fisicas e neuroldgicas se
mantiveram inalteradas.

Seria interessante que o0 mesmo método de acompanhamento utilizado nos
animais da fase 1 (preenchimento de ficha de registro de possiveis efeitos colaterais duas
vezes ao dia durante os 60 dias) fosse empregado também na fase 2. Observou-se, no
entanto, pouca adesdo dos tutores para preenchimento frequente do documento, e
preferéncia por passar a informacdo de maneira descritiva. Os dados revelaram relatos
aparentemente mais frequentes de alteragcbes possivelmente indicativas de efeitos
colaterais a terapia nos cdes na fase 2. No entanto, os parametros avaliados em consultorio
se mantiveram dentro dos intervalos de referéncia para a espécie e 0s animais se
mantiveram clinicamente bem (fato é que ndo houve indicacéo clinica ou solicitacdo por

parte dos tutores para retirada de seu animal do estudo).
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Tais achados véo ao encontro dos relatos de observacdes de efeitos colaterais
infrequentes e bem tolerados em estudos clinicos ou relatos de caso que avaliaram a
utilizacdo de derivados da Cannabis em cdes, seja por meio da administragéo de isolados
de CBD (GAMBLE etal., 2018; MCGRATH et al. 2018; DE ALAVA, 2019; DEABOLD
et al., 2020; VERRICO et al., 2020) ou da utilizacao de produtos contendo CBD e THC
(FERNANDEZ-TRAPERO et al., 2020). J&4 MCGRATH et al. (2019) referiram a
necessidade de descontinuacdo da terapia e excluséo de seu estudo de dois dos 12 cées
epilépticos tratados com CBD associado a farmacos convencionais pelo desenvolvimento
de ataxia, enquanto VAUGHN et al. (2020) relataram ocorréncia de efeitos colaterais
graves (sedagéo, hipotermia e ataxia intensas), principalmente com a utilizagéo de altas
doses de 6leos ricos em THC.

Na fase 1 foram registrados diarréia, vomito, alteracdes dermatoldgicas, reducédo
do apetite, alteracdes oftadlmicas, sedacdo e tosse, sendo que os trés ultimos foram
exclusivamente registrados nos cdes tratados com extrato de Cannabis. J& na fase 2 foram
observados vomito, polifagia, polidpsia, reducdo do apetite, sedacdo, ataxia, taquipnéia e
episédio de hipoglicemia. Com excecdo de tosse, todas as condi¢des citadas foram
previamente relatadas em estudos que avaliaram a utilizacéo oral de fitocanabinoides em
cdes (MCGRATH et al., 2019; VAUGHN et al., 2020) ou seres humanos (LINTZERIS
et al., 2018). A ocorréncia de tosse é frequentemente relatada em pacientes humanos que
fazem uso da Cannabis por inalacdo (MACCALLUM e RUSSO, 2018), o que nao foi o
caso dos cdes no presente estudo.

Na fase 1, o grupo tratado com fenobarbital associado ao TCM (G3/SF+P)
registrou mais ocorréncias de alteragdes clinicas do que o grupo tratado com 6leo de
extrato de Cannabis em monoterapia (G1/SC), porém o maior nimero de registros se deu
no grupo que recebeu fenobarbital associado ao 6leo de extrato de Cannabis (G2/SC+F).
Como ja citado, ndo foi notada alteracdo nos niveis séricos de fenobarbital apos
associacdo do 6leo de extrato de Cannabis. Dessa forma, descarta-se a possibilidade de
que a inibicdo do metabolismo hepético do fenobarbital pelos fitocanabinoides pudesse
gerar aumento dos niveis séricos do referido farmaco, com consequente manifestacdo
clinica de toxicidade. E possivel que outras formas de interacdes farmacocinéticas ou
farmacodindmicas possam ter contribuido para a potencializacdo dos efeitos colaterais
com a associacdo das drogas, 0 que, no entanto, ainda nao foi relatado para os derivados
da Cannabis e o fenobarbital. Na auséncia de andlise de niveis séricos de CBD e

THC nos cées no presente estudo, a observacgao de que houve maior frequéncia de registro
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de possiveis efeitos colaterais no grupo tratado com o fenobarbital associado ao 6leo de
extrato de Cannabis (G2/SC+F) em relacdo ao fenobarbital associado ao placebo
(G3/SF+P) pode ser um indicador de que a dosagem empregada foi suficiente para gerar
alguma resposta no organismo dos animais.

Em todos os grupos experimentais (fase 1 e fase 2) os registros de alteracdes
clinicas possivelmente indicativas de efeitos colaterais foram mais frequentes no primeiro
més de tratamento. Tal observacdo é comumente relatada para terapias com farmacos
“convencionais” (TORTA, 2012) e, da mesma forma, para os tratamentos com Cannabis
com a finalidade medicinal. Em estudo conduzido por DEVINSKY et al. (2017), por
exemplo, observou-se ocorréncia de efeitos colaterais que se resolveram dentro de quatro
semanas de terapia em mais de 90% dos pacientes tratados com isolados de CBD. O
esquema posoldgico adotado no presente estudo, que envolve inicio com doses baixas e
lenta titulacdo, busca minimizar a ocorréncia de eventos adversos por permitir o
desenvolvimento de tolerancia aos potenciais efeitos colaterais as terapias com derivados
da Cannabis antes de se empregar doses mais altas (MACCALLUM e RUSSO, 2018).

O presente estudo avaliou a utilizacdo em cédes de um extrato de Cannabis full
spectrum. Sendo assim, o THC poderia ser apontado como possivel responsavel por
algumas das alteraces clinicas observadas. De fato, VAUGHN et al. (2020) referiram a
observacdo de alteracGes clinicas mais frequentes e graves em cdes tratados com 6leos de
extrato de Cannabis com maior concentracdo de THC em relacdo a formulacGes
predominantes em CBD. Porém, fazendo um contra-ponto € interessante ressaltar que
diarréia e vémito, que foram os registros mais frequentes na fase 1, contabilizando mais
de 70% das observac0es totais, também foram frequentemente relatados em estudos que
utilizaram isolados de CBD em cdes (DEABOLD et al., 2019) e seres humanos
(HUESTIS et al., 2019). Ainda, como previamente discutido, MCGRATH et al. (2019)
citaram a necessidade de descontinuagéo do tratamento com isolado de CBD em dois de
doze cées epilépticos pelo desenvolvimento de ataxia — sinal classicamente relacionado a
ativacdo de RCs CB1 no cerebelo pelo THC. Além disso, as doses utilizadas nos estudos
supracitados foram superiores a empregada no presente estudo. Assim, ndo se pode
afirmar se o THC presente no 6leo de extrato de Cannabis empregado foi o responsavel
pelos efeitos adversos infrequentes e de pouca repercussao clinica observados. A inclusao
de mais grupos experimentais na fase 1 do estudo (um grupo tratado com CBD isolado,
outro com solucdo placebo associada ao veiculo utilizado nos comprimidos de

fenobarbital e outro grupo naive) poderia permitir a melhor avaliagcdo da influéncia da
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presenca do THC sobre os efeitos colaterais.

3.4.8 EFEITO CLINICO DA ASSOCIA(;AO DE OLEO DE EXTRATO DE
CANNABIS AO FENOBARBITAL NO TRATAMENTO DE CAES
EPILEPTICOS (FASE 2)

Dois dos quatro animais tratados com 6leo de extrato de Cannabis !(G4/EF+C)
apresentaram reducdo de no minimo 50% na frequéncia das crises\[G] epilépticas, o que ndo
foi atingido por nenhum céo tratado com placebo (G5/EF+P) (Tabela 5 e Quadro 7). Foi
observada reducdo na frequéncia global de crises epilépticas por més de 33% (de 1,75
crises/més para 1,125 crises/més) em G4/EF+C e de 9% (de 3 crises/més para 2,75
crises/més) em G5/EF+P. No entanto, a diferenca de respondedores entre 0s grupos e a
reducdo na frequéncia global de crises epilépticas mensais ndo foram estatisticamente
significativas (p>0.05). As crises contabilizadas foram as generalizadas tonico-clonicas,
porém dois animais (um do G4/EF+C e outro do G5/EF+P) apresentavam também
historico sugestivo de crises epilépticas focais, enquanto um terceiro animal (G4/EF+C)
apresentava historico de aparentes crises generalizadas atonicas. Trés dos quatro tutores
de animais tratados com 6leo de extrato de Cannabis e um dos tutores de animais tratados
com placebo referiram impressdo de melhora global (comportamento, frequéncia e
intensidade de crises epilépticas ou de alteracBes pos ictais, qualidade de vida do animal
e do tutor) ao fim do periodo experimental. O tutor do quarto cdo de G4/EF+C relatou
apresentacdo de comportamento agitado (desagradavel) com a instituicdo do tratamento
em seu animal, porém acompanhado da percepcdo de melhora no controle das crises
epilépticas.

Dois meses ap0s o fim do periodo experimental foi realizado contato por telefone
com tutores dos cdes tratados com 6leo de extrato de Cannabis para follow up. Um dos
quatro tutores optou pela descontinuacéo gradual do tratamento (reducdo de 50% da dose,
manutencdo por duas semanas, seguida de suspensao da terapia) ao fim do frasco doado
para realizacdo do estudo, sem relato de percepgédo de qualquer alteracdo em frequéncia
de crises ou em outros parametros. Os trés animais restantes seguiram recebendo
tratamento com o Oleo de extrato de Cannabis mesmo ap6s o fim do periodo
experimental, sendo que um deles manteve o tratamento continuo e dois deles chegaram
a suspender a terapia (ap6s descontinuagdo gradual com o mesmo protocolo citado), com
percepcdo de piora da frequéncia de crises, tendo optado, assim, por retornar com a

medicagdo e manter tratamento continuo.
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Tabela 5 — Frequéncia mensal de crises epilépticas generalizadas ténico-clonicas nos
dois meses que antecederam o inicio das terapias experimentais, media de
frequéncia de crises mensais pre tratamento (dada pela soma dos valores de crises
no més 1 e més 2 dividida por dois), frequéncia mensal de crises epilépticas
generalizadas tonico-clonicas nos dois meses de terapia experimental, frequéncia
mensal de crises mensais pds tratamento (dada pela soma dos valores de crises no
més 1 e més 2 dividida por dois). G4/EF+C (n=4) cées epilépticos tratados com
fenobarbital em associacdo a Oleo de extrato de Cannabis; G5/EF+P (n=2) cdes
epilépticos tratados com fenobarbital em associacao a placebo.

Identificacdo | Crises més | Crises més | Média de Crises més | Crises més | Média de
1pré 2 pré crises pré |1 pos 2 pés crises pos
tratamento |tratamento |tratamento |tratamento |tratamento |tratamento

G4-1 1 1 1 0 0 0

G4-2 2 2 2 1 0 0,5

G4-3 1 1 1 1 1 1

G4-4 3 3 3 4 2 3

G5-1 2 3 2,5 3 3 3

G5-2 4 3 3,5 3 2 2,5

Identificacdo Alteracéo na frequéncia | Atendeu ao critério de

de crises? resposta clinica?
G4-1 Auséncia de crises no Sim.

periodo avaliado.

G4-2 Reducdo em 75% na Sim.

frequéncia de crises.

G4-3 Auséncia de alteracao. Né&o.
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G4-4 Auséncia de alteracéo. Né&o.

G5-1 Aumento em ~ 20% na Nao.

frequéncia de crises.

G5-2 Reducéo em ~ 30% na Né&o.

frequéncia de crises.

Quadro 7- Alteracdo na frequéncia de crises epilépticas generalizadas tonico-
clénicas apo6s instituicdo de tratamentos experimentais. Foram considerados
respondedores cdes que apresentassem reducdo minima de 50% na média de frequéncia
de crises mensais. G4/EF+C (n=4) cdes epilépticos tratados com fenobarbital em
associacao a 6leo de extrato de Cannabis; G5/EF+P (n=2) cées epilépticos tratados com
fenobarbital em associacéo a placebo.

Os animais selecionados apresentavam niveis séricos de fenobarbital entre 15 e
45 ug/mL, intervalo classicamente citado como terapéutico para a espécie canina
(FARNBACH, 1984; SCHWARTZ-PORSCHE et al., 1985; LEVITSKI e TREPANIER,
2000), sendo que alguns apresentavam valores bastante préximos ao limite inferior. No
entanto, referéncias mais atuais sugerem que se procure atingir nivel sérico mais elevado
(entre 25 e 35 pg/mL) naqueles pacientes que ainda nao tiveram suas crises epilépticas
controladas (DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al., 2015). Sendo assim, no contexto
clinico desses animais, seria indicado aumento da dose do fenobarbital para atingir nivel
sérico mais elevado antes de se considerar a adi¢cdo de mais um farmaco ao tratamento.

Supondo-se, porém, que se optasse por associar uma segunda droga na tentativa
de auxiliar no controle das crises epilépticas desses caes, seria importante levar-se em
conta as evidéncias cientificas atuais de seguranca e eficacia dos diferentes farmacos
disponiveis para a tomada de decisdo seguindo preceitos de medicina veterinaria baseada
em evidéncias (SCHMIDT, 2007). O brometo de potassio é considerado a segunda
escolha para tratamento das epilepsias em cdes, preferencialmente associado ao
fenobarbital. O farmaco é amplamente utilizado na espécie ha pelo menos 40 anos
(PODELL et al., 2016), com robusta literatura disponivel estabelecendo sua dose e nivel
sérico terapéutico, seguranca, efeitos colaterais e contra-indicacdes de uso (TREPANIER
e BABISH, 1995; DE RISIO e PLATT, 2014; BHATTI et al., 2015; ROBAINA et al.,
2020). Sabe-se que, quando associado ao fenobarbital, 0 brometo de potassio pode reduzir

em 50% a frequéncia de crises epilépticas em até 70% dos cdes (PODELL e FENNER,
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1993).

J& os estudos envolvendo a aplicagdo dos derivados da Cannabis em cées sdo mais
recentes e escassos. Apesar da ampla evidéncia anedotica de seguranca e eficacia no
tratamento de diferentes doencas (KOGAN et al., 2018), os estudos controlados duplo-
cego, que trazem evidéncias cientificas mais robustas, sdo poucos. Ha, até 0 momento,
um Unico estudo que se enquadra nessa categoria, em que se observou resposta clinica de
reducdo na frequéncia de crises epilépticas de no minimo 50% em dois de nove cdes
tratados com isolado de CBD em associacéo a farmacos antiepilépticos “convencionais”
(pouco mais de 20% dos animais foram considerados responsivos) (MCGRATH et al.,
2019). O presente estudo observou reducdo de no minimo 50% na frequéncia de crises
epilépticas (média mensal) em 50% dos quatro cdes tratados com o Gleo de extrato de
Cannabis associado ao fenobarbital. Assim como observado por MCGRATH et al.
(2019), registrou-se eficacia inferior aquela relatada para associacdo do brometo de
potéssio ao fenobarbital (70%). Além disso, o presente estudo contou com um ndmero
pequeno de animais. Sendo assim, com as evidéncias disponiveis até o momento, o
brometo de potassio ainda deve ser considerado farmaco de segunda escolha para o
tratamento de cées epilépticos por sua maior eficécia.

Observou-se, ainda, eficacia distinta no controle de diferentes tipos de crises
epilépticas com a utilizacdo do 6leo de extrato de Cannabis. Apesar de terem sido
contabilizadas apenas crises epilépticas generalizadas tonico-clonicas por sua facilidade
de reconhecimento (PACKER et al., 2015), as crises epilépticas focais e generalizadas
aténicas também foram registradas, nao tendo sido notada reducéo de sua frequéncia com
0 emprego do produto. Na medicina humana, sabe-se que diferentes sindromes e tipos de
crises epilépticas respondem de maneira distinta aos farmacos “convencionais” (havendo,
inclusive, recomendacdo do emprego de drogas especificas para cada situacao)
(GOLDENBERG, 2010). DEVINSKY et al. (2016) observaram que a associacao de até
50 mg/kg/dia de CBD a tratamentos previamente utilizados resultou na reducdo de
frequéncia de crises epilépticas generalizadas e focais em humanos. Os pacientes que
apresentavam crises focais e generalizadas atonicas, inclusive, foram os que apresentaram
maior nivel de reducéo dos episodios. MCGRATH et al. (2019) referiram tratamento com
isolado de CBD de cées que apresentavam crises epilépticas generalizadas e focais, porém
ndo foi feita distincdo entre os tipos de crise no desfecho final apds o tratamento. A
divisdo de grupos experimentais de acordo com o tipo de crise epiléptica apresentado

pode permitir melhor andlise do impacto da adicdo de terapias com derivados da
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Cannabis no controle das diferentes crises epilépticas em cdes em estudos futuros.

A ocorréncia de efeitos colaterais relacionados a acdo psicoativa (CRIPPA et al.,
2016), a contra-indicagédo de emprego na medicina humana em criangas e adolescentes
(VOLKOW et al., 2014) e a observacdo de efeitos antagbnicos no tratamento de
epilepsias experimentais (propriedades anti- e pré-convulsivantes) com o uso de THC
(CHESHER e JACKSON, 1974; CHESHER et al., 1975; ROSENBERG et al., 2015)
contribuem para a popularizagdo do emprego clinico e experimental de isolados de CBD
— que, em contra-partida, tem acdo antiepiléptica melhor estabelecida e maior
tolerabilidade (PERUCCA, 2017), porém acesso mais dificil especialmente no Brasil. H3,
no entanto, evidéncias anedéticas (MAA e FIGI, 2014) e estudos controlados iniciais
(MCCOQY et al., 2018) que indicaram que a utilizacdo de extratos de Cannabis full
spectrum predominantes em CBD (como o produto utilizado no presente estudo) também
pode determinar reducdo na frequéncia de crises epilépticas em associacdo a tratamentos
prévios com farmacos “convencionais” em humanos, o que também pode se aplicar aos
caes.

As terapias com derivados de Cannabis vém sendo consideradas como um tipo de
medicina personalizada: a composicdo do produto a ser empregado e sua dose diaria
podem variar individualmente, devendo ser guiados por dose-resposta em cada paciente
(MACCALLUM e RUSSO, 2018), o que, no entanto, é dificil de se realizar em contexto
experimental. Sendo assim, ndo se pode descartar que alteracdes na dose pudessem
resultar em resposta clinica (reducdo de 50% na frequéncia de crises epilépticas) em uma
maior porcentagem de animais.

MCGRATH et al. (2019) observaram alta varia¢&o nos niveis séricos de CBD com
a utilizacdo de dose fixa da substancia, sendo que o controle de crises epilépticas foi
diretamente proporcional ao seu nivel sérico. O acompanhamento desta variavel, bem
como a avaliacéo de possivel correlagdo desses dados com o efeito clinico no controle de
crises epilépticas, seria interessante. Tal analise poderia permitir a determinacao de nivel
sérico terapéutico das substancias para guiar o emprego clinico de derivados de Cannabis
no tratamento de cées epilépticos, conforme estabelecido para os farmacos convencionais
fenobarbital e brometo de potéassio.

A fase 2 do presente estudo pretendeu avaliar a eficécia clinica (controle de crises
epilépticas) da adicdo de derivado da Cannabis ao tratamento prévio com fenobarbital
em cdes com epilepsias idiopaticas. A utilizacdo de numero pequeno de animais, sem 0

namero minimo de cdes no grupo controle negativo, pode ter contribuido para a nao
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observacao de diferenca estatistica com a utilizacao do tratamento, além de comprometer
a confiabilidade na reprodutibilidade dos achados. Isso, no entanto, ndo invalida os
achados. E interessante ressaltar que nenhum dos animais tratados com placebo foi
considerado responsivo ao tratamento e que a reducdo global na media de frequéncia de
crises epilépticas mensais no grupo tratado com 0Oleo de extrato de Cannabis no presente
estudo (33%) foi bastante semelhante aquelas reportadas por MCGRATH et al. (2019)
com a utilizacdo de CBD isolado em cées (33%) e por DEVINSKY et al. (2016) com o
emprego de CBD em mais de 100 pacientes humanos com epilepsias de dificil controle
(36,5%). Ainda, a observacdo de que trés dos quatro cdes mantiveram o tratamento apos
fim do periodo experimental indica a percepcdo de beneficio no tratamento desses
animais, individualmente.

Né&o existe previsdo oficial de prescri¢do de derivados da Cannabis por médicos
veterinarios no Brasil por parte do MAPA ou CFMV. Sabe-se, porém, que o emprego off
label desses produtos vem sendo realizado por alguns profissionais no pais nos altimos
anos. Recentes RDCs da ANVISA, no entanto, restringem a prescricdo de produtos
derivados da Cannabis (disponiveis no mercado nacional ou importados) apenas a
profissionais medicos legalmente habilitados pelo Conselho Federal de Medicina
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019; AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020), o que pode dificultar por ora

acesso a essas terapias pela classe médica veterinaria.

4. CONCLUSOES

Nas condicdes estudadas (espécie e higidez dos animais envolvidos, composicdo do 6leo
de extrato de Cannabis utilizado, dose empregada, tempo de tratamento e de

acompanhamento) e considerando-se as variaveis avaliadas conclui-se que:

1. A associacdo do 6leo de extrato de Cannabis ao fenobarbital é segura e pode
contribuir para a reducgéo na frequéncia de crises epilépticas generalizadas tonico-
clénicas.

2. O uso do Oleo de extrato de Cannabis em monoterapia e/ou associado ao
fenobarbital ndo determina alteragdes cardiovasculares ou em niveis séricos de

uréia, creatinina e fenobarbital.
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3. O uso do dleo de extrato de Cannabis em monoterapia ndo determina alteraces
na atividade sérica de ALT, AST ou FA.

4. O uso do 6leo de extrato de Cannabis associado ao fenobarbital pode promover
aumento na atividade sérica de FA e ALT. Sugere-se 0 acompanhamento desses
parametros e de outros indicadores de lesdo ou funcao hepatica.

5. O uso do Oleo de extrato de Cannabis em monoterapia e/ou associado ao
fenobarbital pode provocar alteracbes no nimero de eritrocitos e nos indices

CHCM e HCM. Recomenda-se 0 acompanhamento desses parametros.

CONSIDERACOES FINAIS

As epilepsias sdo um conjunto de doencas crénicas e prevalentes em cées, com alto
indice de refratariedade aos tratamentos farmacoldgicos atualmente disponiveis. Ha,
assim, demanda importante pelo desenvolvimento de novas terapias para a condicao.

Assim como na medicina humana, os derivados da Cannabis s&do atualmente
considerados uma grande aposta para o tratamento de epilepsias farmacorresistentes
na medicina veterinaria. Até hoje, o Unico estudo que avaliou a eficacia deste tipo de
terapia em cdes epilépticos o fez por meio da utilizacdo de isolado de CBD. Da mesma
forma, a maioria dos estudos que avaliou a seguranca do uso de derivados de Cannabis
empregou o CBD isolado.

O maior ponto-forte do presente estudo é o ineditismo, por ter utilizado em cées
um produto derivado de Cannabis que contém THC em sua composic¢do. Ja os pontos-
fracos foram a utilizacdo de um nimero pequeno de animais — especialmente no grupo
controle na fase 2, o uso de baixas doses de fitocanabinoides, a auséncia de analises
farmacocinéticas como mensuracdo sérica de CBD e THC e a falta de um parametro
menos subjetivo para acompanhamento do efeito da terapia experimental sobre o
controle de crises epilépticas, como o eletroencefalograma.

O presente estudo demonstrou a possibilidade de uso em cées de um extrato de
Cannabis full spectrum predominante em CBD nacional, acessivel e de qualidade.
Apesar de ndo ter sido notada diferencga estatisticamente significante no controle de
crises epilépticas, dois cdes foram considerados responsivos a terapia, 0 que, em um
contexto individual, pode ser interessante. Exceto pelas questdes legais que envolvem

a prescricdo desse tipo de tratamento por médicos veterinarios no pais atualmente, 0s
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derivados da Cannabis poderiam ser considerados como opcao terapéutica adjuvante
ao tratamento antiepiléptico convencional em cées com epilepsias farmacorresistentes.

Deve-se desencorajar, no entanto, o uso imprudente de deste tipo de terapia.
Assim como observado em qualquer outra modalidade de tratamento o emprego de
derivados da Cannabis sem garantia de qualidade, em dosagens inadequadas ou em
detrimento a terapias com maior evidéncia de seguranca e eficacia pode trazer prejuizo
a salde dos animais. A polarizacdo no debate que envolve o uso medicinal da
Cannabis gera por um lado profissionais que sempre contestardo as evidéncias
cientificas de beneficio e, por outro lado, profissionais que se baseiam no empirismo
para propagar a falsa impressdo de que se trata de uma panacéia: um tratamento

natural, inofensivo e sempre benéfico.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A Cémara dos Deputados aprovou recentemente (junho de 2021) o texto-base de

um projeto de lei (PL 399/15) que propGe medidas para regulamentacdo do cultivo,

prescricdo (inclusive por médicos veterinarios), comercializacdo e fiscalizacdo de

produtos derivados da Cannabis no Brasil. Ainda, ha outro PL atualmente em tramitacao

(369/2021), que pretende regulamentar o uso medicinal da Cannabis especificamente na

medicina veterindria. A possibilidade de sancdo dessas propostas traz consigo a

perspectiva de maior facilidade de acesso a derivados da Cannabis de qualidade, o que

podera permitir a realizacdo de mais estudos que busquem elucidar sua seguranca e

potencial terapéutico no tratamento de diferentes doencas em cées.

7.
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