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AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO CANABIDIOL EM GATOS
COM GENGIVOESTOMATITE CRONICA FELINA

Resumo

A gengivoestomatite crénica felina (GECF) é uma doenca inflamatéria dolorosa da
cavidade oral do gato, de etiologia multifatorial e cujo tratamento tem sido um desafio. O
canabidiol (CBD) é um fitocanabinoide ndo psicotropico, com propriedades neuroprotetoras,

analgésicas e anti-inflamatdrias.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatério do CBD em
gatos com GECF submetidos a extracdes dentérias e refratarios a outros tratamentos, através

da medicao de proteinas de fase aguda (PFA).

Foi realizado um estudo prospetivo, randomizado, duplamente cego que dividiu a
amostra num grupo medicado com CBD (grupo CBD, n=4) e num grupo medicado com
placebo (grupo PLAC, n=4). A formulagdo em 6leo, contendo CBD ou nédo (o placebo) foi
fornecida para ser administrada oralmente na dose de 2 mg/kg a cada 12 horas, durante 30
dias. Foram recolhidas amostras sanguineas aos dias 0 e 30 do estudo para medicao de trés
PFA — alfa-1 glicoproteina acida (AGP), proteina amiléide sérica A (SAA), e albumina. Foram
realizadas reavaliacdes semanais para registo do peso e do indice de atividade da doenca
(classificagdo SDAI — Stomatitis Disease Activity Index). Para a andlise estatistica recorreu-

se aos modelos lineares generalizados mistos e ao coeficiente de correlagdo de Spearman.

As concentragfbes da AGP, da SAA e os valores do récio realizado entre a AGP e a
albumina (AGP/AIb) reduziram significativamente do dia O para o dia 30 no grupo CBD
(p=0,006, p=0,026 e p=0,002, respetivamente). Nao se observou alteracdes significativas na
concentracdo da albumina, no peso, e na classificacdo SDAI. Verificou-se uma correlacéo
positiva e estatisticamente significativa entre a AGP, a SAA e o racio e a classificacdo SDAI,

sendo a SAA a proteina que obteve uma relagéo mais forte com o SDAI (rho=0,724, p=0,002).

Este estudo sugere que o CBD, administrado oralmente durante 30 dias, podera ter

um efeito anti-inflamatério benéfico em gatos com GECF.

Palavras-chave: gengivoestomatite cronica felina, canabidiol, inflamacé&o, proteinas de fase
aguda, SDAI.



EVALUATION OF THE ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF CANNABIDIOL IN
CATS WITH FELINE CHRONIC GINGIVOSTOMATITIS

Abstract

Feline chronic gingivostomatitis (FCGS) is a painful inflammatory multifactorial disease
of the feline oral cavity, with multifactorial etiology and whose treatment has been challenging.
Cannabidiol (CBD) is a non-psychotropic phytocannabinoid with neuroprotective, analgesic,

and anti-inflammatory properties.

The present study aimed to evaluate the anti-inflammatory potential of CBD in cats with
FCGS that have undergone dental extractions and are refractory to other treatments, by

measuring acute phase proteins (APP).

A prospective, randomized, double-blind study divided the sample into a group
medicated with CBD (CBD group, n=4) and a group medicated with placebo (PLAC group,
n=4). The formulation was oil based containing CBD or not (placebo) and was provided to be
administered orally at a dose of 2 mg/kg every 12 hour for 30 days. Blood samples were
collected on days 0 and 30 of the study to measure three APP - alpha-1 acid glycoprotein
(AGP), serum amyloid protein A (SAA), and albumin. Weekly reassessments were carried out
to record the weight and disease activity index (SDAI — Stomatitis Disease Activity Index). For
statistical analysis, generalized linear mixed models and Spearman’s Rank correlation

coefficient were used.

AGP and SAA concentrations, and AGP to albumin ratio (AGP/Alb) reduced
significantly from day O to day 30 in the CBD group (p=0.006, p=0.026 and p=0.002,
respectively). No significant changes were noted in albumin concentration, weight, and SDAI
score. There was a positive and statistically significant correlation between AGP, SAA, and
AGP/Alb ratio and SDAI, with SAA being the protein that had the strongest correlation with
SDAI (tho=0.724, p=0.002).

This study suggests that CBD, administered orally for 30 days, may have a beneficial

anti-inflammatory effect in cats with FCGS.

Keywords: feline chronic gingivostomatitis, cannabidiol, inflammation, acute phase proteins,
SDAI.
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INTRODUCAO

A cavidade oral € revestida pela mucosa oral e divide-se em vestibulo oral e cavidade
oral propriamente dita. O vestibulo oral € o espaco entre os labios ou bochechas e os dentes
e gengiva, e a cavidade oral propriamente dita é constituida rostral e lateralmente pela arcada
dentaria, dorsalmente pelo palato duro e mole, ventralmente pelo pavimento da cavidade oral
e lingua, e estende-se até a orofaringe (Lemmons and Beebe 2019). Este conjunto de
estruturas anatomicas esta envolvido na preensao, mastigacao, degluticdo, vocalizacao e

respiracéo (Mestrinho et al. 2015).

Existem numerosos processos inflamatérios que envolvem a cavidade oral de gatos,
nomeadamente doenca periodontal, reabsor¢cédo dentaria, complexo granuloma eosinofilico e
gengivoestomatite crénica felina (GECF) (Mestrinho et al. 2015). Dentro destas, a GECF é
uma doenca bastante desafiante para o clinico, uma vez que possui uma etiologia multifatorial
e ainda néo foi possivel encontrar um tratamento consistente e eficaz, consequéncia da sua

complexa etiopatogenia (Winer et al. 2016).

Assim, a presente dissertacdo tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatorio
do canabidiol em gatos no contexto da GECF, sendo constituida por trés partes. A primeira
parte descreve as atividades realizadas durante o estagio curricular, nos varios servi¢cos do
Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria. A segunda parte consiste
numa revisao bibliografica focada nos seguintes temas: a GECF, o processo inflamatério e
trés proteinas de fase aguda componentes do mesmo, e o canabidiol como potencial farmaco
analgésico e anti-inflamatério adjuvante da GECF. A terceira e Ultima parte expde um estudo
prospetivo, de avaliagdo da evolucao de trés proteinas de fase aguda em 8 gatos com
gengivoestomatite crénica, refratarios a outros tratamentos, medicados com canabidiol

durante 30 dias.



PARTE | — RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR

No ambito do Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria, 0 meu estagio curricular
decorreu entre 5 de setembro de 2022 e 2 de marco de 2023, no Hospital Escolar Veterinério
(HEV) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL), sob
orientacdo da Professora Doutora Lisa Mestrinho na area de Medicina e Cirurgia de Animais
de Companhia. Este estagio teve a duracao de 26 semanas, perfazendo cerca de 958 horas.
Sendo o HEV um hospital de referéncia, foi possivel fazer rotacbes nos diferentes servi¢cos do
hospital, nomeadamente Medicina Geral, Radiologia, Medicina Interna, Oncologia, Ecografia,
Dermatologia, Oftalmologia, Perda de Peso e Exoéticos, Unidade de Isolamento e Contencéo

Biologica, Internamento e Cirurgia.

Em todos os servigos tive oportunidade de assistir e iniciar consultas, recolher a
anamnese, realizar exames fisicos e, posteriormente, discutir com os clinicos do servigo 0s
sinais clinicos, os exames complementares de diagnéstico a realizar, os diagndsticos
diferenciais mais provaveis e os tratamentos. Em cada rotacdo, executei tarefas especificas

de cada especialidade.

No servico de Medicina Geral (6 semanas) assisti as consultas de urgéncia e de
marcagoes. Treinei a redacao de receitas farmacologicas e fiz o acompanhamento telefénico
com alguns detentores. Realizei recolhas sanguineas e de urina, selecionei os tubos
correspondentes e preenchi as requisi¢cdes de analises para dar seguimento as mesmas para

os diversos laboratérios. Assisti também a realizacdo de procedimentos de eutanasia.

No servico de Radiologia (2 semanas) assisti a realizacao de radiografias de varias
regibes, onde selecionei as constantes radiograficas, posicionei o animal, descrevi e
interpretei os achados radiogréaficos. Alternando com os exames radiograficos, auxiliei
também em tomografias computorizadas, onde assisti a elaboracao de relatérios. Em ambos
0S exames imagiolégicos preparei e monitorizei a sedagdo e/ou anestesia e pratiquei a

entubacdo endotraqueal e colocacado de cateteres.

No servico de Medicina Interna (2 semanas) participei nas consultas de referéncia do
servigo, tanto primeiras consultas como consultas de seguimento. Interpretamos os resultados
de andlises sanguineas de varios pacientes e assisti a endoscopias do aparelho

gastrointestinal e respiratorio.

No servico de Oncologia (2 semanas) acompanhei sessdes de quimioterapia, onde
aprendi a manipular os diferentes quimioterapicos e o seu método de atuagdo. Assisti as
consultas de especialidade e a realizacdo de puncgdes aspirativas de agulha fina (PAAF) de

varias estruturas.
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No servico de Ecografia (1 semana) assisti a realizacdo de exames ecograficos
abdominais, reprodutivos e, em menor escala, cardiacos, identificando as varias estruturas.
Realizei a tricotomia e o posicionamento do animal para a ecografia e para PAAFs
ecoguiadas. Executei colheitas de urina por cistocentese e ajudei na redacéo de relatorios.

Tive ainda a possibilidade de assistir a coloca¢do de um cateter venoso central.

No servico de Dermatologia (2 semanas) participei nas consultas do servi¢co, onde
realizei tricogramas, raspagens cuténeas superficiais e profundas, citologias por aposi¢cédo de
fita-cola e citologias auriculares, coloracdo das laminas com o método Diff-Quick e
visualizacdo das mesmas ao microscopio Otico, com identificagdo dos microrganismos
presentes. Interpretei testes de sensibilidade a antibiéticos, assisti a bidpsias cutaneas e a

video-otoscopias.

No servigo de Oftalmologia (2 semanas) assisti as consultas da especialidade, onde
executei exames oftalmolégicos completos, participei em eletrorretinografias e ecografias

oculares, e assisti a cirurgias oftalmicas como enucleacdes e remoc¢&o de nédulos palpebrais.

No servico de Perda de Peso e Exéticos (1 semana), passei dois dias na especialidade
de Perda de Peso, e trés dias no servi¢o de Exdticos.

= Nas consultas de perda de peso assisti ao exame fisico de animais com diversas
condi¢cbes corporais e a implementacdo das dietas indicadas consoante o historial e
condicao fisica do animal e objetivos a atingir.

= Nas consultas de animais exoticos assisti na contencdo de diversas espécies,
participei em consultas da especialidade, e auxiliei na monitorizagdo de anestesia de

exéticos em cirurgias.

Na Unidade de Isolamento e Contencéo Bioldgica (1 semana) executei exames fisicos
e preparei e administrei medicacdo, seguindo 0s corretos protocolos de biosseguranca de
forma a ganhar pratica na segura manipulagéo de animais com doencas infetocontagiosas e

prevenindo a disseminagédo das mesmas.

No Internamento (3 turnos noturnos e 1 turno diurno de 12h cada) ganhei mais
autonomia na preparacdo de medicacdo, administracdo da mesma consoante as diferentes
vias (endovenosa, subcutanea, intramuscular, oral, e gotas oculares), colocacao de cateteres,
calculo da taxa de fluidoterapia e suplementacdo de soros, realizacdo de pensos simples e
monitoriza¢do dos animas internados. Assisti ainda as discussdes dos casos clinicos aguando

da troca de turnos e a execucédo de notas de alta.

O servigo de Cirurgia (7 semanas) foi onde passei mais tempo, onde adquiri pratica na

realizacdo de procedimentos pré-cirdrgicos como preparacdo e administracdo de pré-
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medicacao, colocacao de cateteres, inducéo anestésica, colocacao de tubos endotraqueais,
tricotomia e assepsia. Recebi os animais, realizei as questbes de rotina aos detentores para
a entrada do animal no servico de cirurgia. Participei como ajudante de cirurgido, onde realizei
pequenos procedimentos como orquiectomias de cdo e gato, remoc¢ao de pequenos nédulos,
destartarizacdes e polimentos dentérios, e suturas; e monitorizei anestesias e o0 recobro pos-
cirargico (Grafico 1 e 2). Assisti também na colocacdo de tubos de alimentacdo por

esofagostomia e em radiografias intraorais.

Gréfico 1 - Tipologia de cirurgias assistidas  Grafico 2 - Tipologia de cirurgias executadas
durante a rotacéo de cirurgia. como ajudante de cirurgiao.
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Para além dos servicos de especialidade onde fui escalonada, acompanhei também a
Professora Doutora Lisa Mestrinho nas suas consultas de especialidade do Servigo de

Estomatologia, uma vez por semana.

Apos o término do estagio curricular no HEV-FMV, permaneci 5 semanas adicionais
no Servico de Cirurgia, e pude continuar a acompanhar o Servigo de Estomatologia nas suas
consultas semanais. Nesse periodo adicional continuei a recolha de casos para o estudo para
a presente dissertacdo e para outros dois projetos na coordenacdo da Professora Doutora
Lisa Mestrinho. Tive também a oportunidade de ajudar a organizar e participar na componente
pratica do curso de Cirurgia em Tecidos Moles Il e IV da European School for Advanced
Veterinary Studies (ESAVS). Este foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinéria nos dias
20 e 22 de junho, e 12 e 14 de setembro de 2023, respetivamente. As tematicas abordadas
em cada curso incluiram cirurgia cutanea e perineal (ll) e cirurgia da cabega e do pescoco (1V)
(Anexo 1).



PARTE Il — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Gengivoestomatite cronica felina (GECF)
1.1. Consideragdes gerais

A gengivoestomatite cronica felina é uma doenca inflamatéria da cavidade oral do gato
muito dolorosa e debilitante, com uma prevaléncia de 0,7% a 12% (Lee et al. 2020). Manifesta-
se por les@es inflamatorias ulcerativas e/ou proliferativas da mucosa oral, nomeadamente da
mucosa bucal, gengival, lingual e dos pilares glossopalatinos (Lee et al. 2020, Hussain et al.
2021). E caracterizada por uma inflamag&o cronica predominantemente linfoplasmocitéaria,
mediada maioritariamente por células T citotoxicas (CD8+), e algumas células CD4+ (Arzi et
al. 2020) e uma concentracdo salivar elevada de globulinas (principalmente IgG e IgM) e
albumina, provavelmente devido ao transporte das mesmas dos vasos para a saliva (Harley
et al. 2003). A GECF ¢ diferenciada da gengivite quando as lesdes ultrapassam a linha
mucogengival e se estendem para a mucosa oral vestibular, lingual, palatina e caudal a

orofaringea (Winer et al. 2016).
1.2. Etiopatogenia

A etiopatogenia desta doenca continua a ser um forte ponto de investigacdo uma vez
que se encontram multiplos agentes associados a uma resposta imune alterada (Winer et al.
2016, Lee et al. 2020).

Os virus séo potenciais agentes desencadeadores da GECF, como o calicivirus (FCV),
o herpesvirus (FHV-1), o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina
(FeLV). Comparativamente a gatos saudaveis, a infecdo por FCV mostrou-se a mais
prevalente e significativamente mais incidente em gatos com esta doencga, e frequentemente

em coinfecgdo com FHV-1 (Lommer and Verstraete 2003, Winer et al. 2016, Lee et al. 2020).

Nos animais afetados com GECF tem sido estudado a ocorréncia de disbiose, com um
desvio da microbiota para bactérias Gram-negativas e anaerdbias (Dolieslager et al. 2011,
Lee et al. 2020). Verificou-se uma maior diversidade da microbiota em gatos saudaveis
comparativamente a gatos com GECF, com maior expressao de Pasteurella multocida em
gatos doentes, comparativamente com outras bactérias orais comensais (Dolieslager et al.
2011). Outras bactérias como Bartonella henselae, Bartonella clarridgeiae, Tannerella
forsythia e bactérias da placa bacteriana também mostraram ter um papel importante na
GECF (Hussain et al. 2021).

Para além dos agentes infetocontagiosos, varios estudos tém incidido nos fatores

ambientais como fatores de risco para GECF, nomeadamente o acesso ao exterior e 0



contacto com outros gatos em espacos fechados, tais como abrigos e gatis. Este tipo de
comportamento leva a um aumento do stress ambiental e permite reinfecbes de gatos
suscetiveis devido ao contacto com virus disseminados por portadores crénicos (Peralta and
Carney 2019, Reiter et al. 2019, Lee et al. 2020, Kim et al. 2023).

Outras alteragdes dentarias como a periodontite e a reabsor¢cdo dentaria estdo
frequentemente associadas a GECF, contribuindo para a perpetuacdo da inflamacé&o oral
(Reiter et al. 2019, Lee et al. 2020). Desta forma, € essencial o diagndstico e tratamento destas
comorbilidades em gatos com GECF (Lee et al. 2020).

Os gatos nesta condicdo apresentam sinais de dor oral como vocalizacdo e
agressividade perante a apresentacdo de alimento, disfagia, anorexia, desidratacao, perda de
peso, diminui¢cdo dos habitos de higiene e sialorreia (Healey et al. 2007, Mestrinho et al. 2015,
Peralta and Carney 2019, Kim et al. 2023). A halitose e linfadenopatia mandibular também
sdo sinais descritos (Peralta and Carney 2019). Uma vez que a gravidade desta sindrome
varia de caso a caso, foi criada uma escala (stomatitis disease activity index — SDAI) e um

inquérito aos detentores para pontuar e estadear a doenca (Reiter et al. 2019).
1.3. Diagnéstico

O diagnéstico de GECF deve ser realizado de forma sistematica e antes do
aparecimento de alteracdes irreversiveis. E essencial a colheita de anamnese e um exame
clinico oral minuciosos (Reiter et al. 2019). Idealmente o exame clinico da cavidade oral deve
ser realizado sob sedacdo, de forma a prevenir comportamentos agressivos aquando da
manipulacdo, fuga e/ou vocalizagdo (Mestrinho et al. 2015). Devem ser realizadas analises
laboratoriais hematol6gicas, serolégicas e pesquisa de virus como FIV, FelLV, FHV-1 e FCV,
e bactérias (Reiter et al. 2019).

A inflamacdo da mucosa oral € mais grave em gatos com GECF do que a observada
noutras doencas dentarias. A presenca de lesfes inflamatérias para além da mucosa
gengival, a sua aparéncia clinica e histéria podem ser suficientes para fundamentar o
diagnéstico de GECF (Winer et al. 2016, Kim et al. 2023). No entanto, a bidépsia € um método
valioso para diagnosticar GECF (Kim et al. 2023), sendo a andlise histopatolégica util para
estabelecer o diagndstico definitivo, distinguido esta afe¢cdo de outras doencas, como o

carcinoma de células escamosas, e para classificar e perceber as lesdes (Winer et al. 2016).

Um exame radiogréfico intra-oral de todos os dentes € fundamental para avaliar
aqueles afetados pela doenca (Mestrinho et al. 2015), especialmente porque se recorrera a
extracdes dentarias para o tratamento da GECF (Reiter et al. 2019, Lee et al. 2020) e também

pela sua capacidade para diagnosticar doencas ocultas. Sabe-se que 42% de gatos com uma



cavidade oral considerada “normal” possuem doenca que é diagnosticada radiograficamente,

e esta percentagem € maior (54%) quando ja apresentam alteracdes orais (Reiter et al. 2019).

Assim, o diagnostico depende das caracteristicas clinicas e da pouca resposta ao
tratamento inicial, sendo a capacidade de reconhecer a sua apresentacao clinica 0 mais
precocemente possivel essencial para prevenir as limitagées decorrentes do desconforto oral

gue estes animais sentem (Hussain et al. 2021).

1.4. Tratamento

\

Devido a etiologia multifatorial da GECF, e & dificuldade de determinar a causa
subjacente desta sindrome, ainda nao foi possivel descobrir um tratamento verdadeiramente
eficaz (Winer et al. 2016). O principal objetivo do clinico é reduzir a carga antigénica oral,

reduzir a dor e eliminar a inflamacéo dos tecidos (Reiter et al. 2019).

O maneio cirargico e 0 maneio médico sdo as duas abordagens possiveis para o
tratamento da GECF. Muitos detentores, nas primeiras consultas, mostram-se reticentes
acerca da realizagéo de extragfes dentérias parciais ou totais, por se tratar de um tratamento
radical e irreversivel, e ddo preferéncia a outros tratamentos médicos (Cannon 2015, Hussain
et al. 2021). No entanto, uma vez que o tratamento médico possui variadas consequéncias a
longo-prazo, a intervencdo cirdrgica é considerada, atualmente, como o tratamento
convencional (Lee et al. 2020). Num estudo de Jennings et al. (2015), 67% dos gatos
submetidos a extra¢des dentarias melhoraram substancialmente ou atingiram a cura clinica.
No entanto, dentro destes, 68% necessitou ainda de maneio médico adicional por tempo finito
no periodo pds-operatério imediato. Da totalidade da amostra, 33% ndo mostrou uma

evolugéo favoravel e manteve a medicacdo até a ultima reavaliagdo.
1.4.1. Tratamento cirurgico

As extracBes dentarias parciais (extracdo dos dentes molares e pré-molares,
tipicamente associados a inflamacéo, periodontite grave e/ou lesdes de reabsor¢éo), ou totais
evidenciaram, em varios estudos, que conduzem aos melhores resultados a longo prazo, com
cerca de 70% a 80% dos gatos com melhorias clinicas (Cannon 2015, Winer et al. 2016). Em
todos os gatos foi realizado maneio médico com antibiéticos, anti-inflamatérios ou analgésicos
no periodo de 15 dias pos-cirargicos. Apenas 20% a 30% n&o mostraram uma progressao

favoravel e precisaram sempre de maneio médico (Winer et al. 2016, Lee et al. 2020).

A resposta clinica as extracdes dentarias ndo se relaciona com o numero de extragées,
sejam elas totais, parciais ou faseadas (Jennings et al. 2015, Silva et al. 2021). O principio
das extracGes contribui para a reducdo de processos inflamatérios que perpetuam esta

doenca (lesdes de reabsorcdo e doenca periodontal) assim como da placa bacteriana. Por
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este motivo, a recomendacao é extrair todos os dentes proximos de areas inflamadas (Cannon
2015) e os caninos e incisivos podem ser mantidos se néo estiverem relacionados com as

areas de inflamacgé&o (Cannon 2015, Lee et al. 2020).

No periodo pré-cirargico, devido ao seu cariz invasivo uma vez que se realizam
retalhos e alveolotomias, recomenda-se antibioterapia de largo espectro durante 7 dias. Os
anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) também séo recomendados para reduzir a dor e
desconforto oral, assim como opioides orais como a buprenorfina (Cannon 2015, Reiter et al.
2019).

Idealmente, o procedimento deve ser executado por um médico veterinario dentista,
uma vez que a extracdo dentaria em gatos com GECF é um procedimento tecnicamente
complexo, tanto pela necessidade de uma avaliacdo minuciosa dente a dente, como pelas
varias alteracdes observaveis nos dentes afetados, nomeadamente anquilose das raizes ao
0sso0 alveolar e perda de integridade por reabsor¢des, que dificultam o procedimento. Devem
ser realizados bloqueios nervosos loco-regionais aquando realizacao das extragdes. Apds o
procedimento, devem ser executadas radiografias a toda a cavidade oral para assegurar que
todos os fragmentos de raizes nao absorvidas foram extraidos (Cannon 2015, Mestrinho et
al. 2015). Estudos apoiam que a extensdo das extracbes (total ou parcial) ndo pareceram
influenciar o prognéstico (Winer et al. 2016, Reiter et al. 2019, Lee et al. 2020).

Posteriormente a cirurgia, antibioterapia e analgesia devem ser mantidas até os locais
de extracdo sararem. A metadona e a morfina séo fortes analgésicos para o periodo pré e
pbs-operatorio (Reiter et al. 2019). Buprenorfina é um dos analgésicos de elei¢cdo para dor
moderada a muito grave, em conjunto com AINEs como o Meloxicam, ou quando estes sédo
contraindicados (Cannon 2015, Reiter et al. 2019). Também deve ser considerada a
necessidade de suporte nutricional em casa com comida mais palatavel nos primeiros dias
ou, em casos mais graves, a colocacdo de um tubo de esofagostomia para assegurar a

ingestdo de alimento e fluidos (Reiter et al. 2019).

Em casa, € necessaria higiene oral diaria, seja com aplicacdo de um agente
antisséptico apos as extracdes dentarias, seja através de escovagem diéria dos dentes que
permaneceram (Cannon 2015). Esta ultima é, infelizmente, pouco tolerada pelos gatos. As
preparacgfes tdpicas em gel ou em spray de clorexidina e dietas dentarias também fornecem
um bom controlo da carga bacteriana e inflamacgéo. As pastas podem ser colocadas no interior

dos labios, ou mesmo escovadas se 0 gato o permitir (Reiter et al. 2019).

Por vezes é necessario recorrer a destartarizacao e polimento regulares, de 6 a 12
meses. Contudo, se os sinais persistirem, geralmente o tratamento médico e a profilaxia

caseira nao sao suficientes e é necessario recorrer a extracdo dos restantes dentes, onde
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surgiram novas lesdes. Apesar das extracBes dentdrias, em bastantes casos, 0s sinais
clinicos persistem e é necessario complementar o tratamento com maneio médico (Cannon
2015).

1.4.2. Tratamento médico

O tratamento médico da GECF baseia-se em imunossupressado ou imunomodulacéo.

Em alguns casos, a terapéutica médica é necessaria até ao fim da vida (Lee et al. 2020).

Os anti-inflamatorios ndo esteroides, como meloxicam, ajudam a reduzir a dor oral e a
manter a qualidade de vida em casos refratarios e podem ser usados de forma intermitente
ou a longo prazo (Cannon 2015). No entanto, um dos autores de Reiter et al. (2019) apoia
gue néo fornecem reducdo da dor e da inflamacéo suficiente para justificar a sua utilizagéo

Unica como tratamento.

Os corticosteroides, nomeadamente prednisolona, sao usados como tratamento
sintomatico a curto prazo para controlar a inflamacao e os sinais clinicos. No entanto, ha casos
em gue é necessario aumentar gradualmente a dose para atingir estabilidade clinica. Sempre
que possivel, deve ser evitado o0 seu uso a longo prazo devido aos efeitos secundarios da sua
administracdo continua, como diabetes mellitus, ganho de peso, (Cannon 2015, Lee et al.
2020), poliuria e polidipsia, alteracdes dermatoldgicas, entre outros (Lommer 2013). Nos
gatos, da-se preferéncia a administracdo oral de corticosteroides comparativamente a
injecoes de longa acdo, uma vez que permite prever melhor a duragéo do seu efeito e reduzir
a dose para a minima eficaz. Nos casos em que todos os outros tratamentos nao se
mostraram suficientes, os corticosteroides sao Uteis para prevenir sinais recorrentes (Cannon
2015).

Num estudo de Harley et al. (2003) foi demonstrado que metilprednisolona reduz
significativamente os niveis de IgG ap6s trés meses de tratamento, comparativamente a

antibiéticos como o metronidazol e a espiramicina.

A antibioterapia ndo € a primeira linha de tratamento da GECF, no entanto, a
semelhanca do mencionado periodo pré-cirdrgico, antibiéticos de largo-espectro como
clindamicina, amoxicilina, doxiciclina ou o0 metronidazol, entre outros, devem ser
considerados, idealmente com base numa cultura bacteriana e teste de sensibilidade a
antibiéticos (Cannon 2015, Hussain et al. 2021). A halitose e a piorreia podem ser indicadores
da necessidade de antibioterapia, uma vez que esta frequentemente associada a infecédo

bacteriana (Cannon 2015).

O Interferdo Recombinante Omega Felino (rFelFN-u) pode também ser usado para

controlo dos sinais clinicos de GECF. O Interferdo é uma proteina sinalizadora que interfere
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com a replicacdo viral, exibindo a sua atividade antiviral contra FHV-1, FCV, coronavirus
felino, FIV e FeLV. Atualmente, o rFelFN-u é comercializado para infecdes por parvovirus
canino, FIV e FeLV (Lee et al. 2020). A administracdo pode ser oral, no entanto, apesar de
ser o método mais barato, nem sempre é eficaz. Em casos graves, ou quando a administracdo
per os ndo levou a resolucdo da doenca, pode ser administrado por via subcutanea. A
administracdo intralesional é uma alternativa menos usada, no entanto, em casos bastante
graves, é sugerida (Reiter et al. 2019). rFelFN-u foi administrado oralmente durante 3 meses
e observou-se melhorias substanciais em 45% dos gatos, dos quais 10% atingiram remisséo
clinica, no entanto, ndo se provaram resultados estatisticamente significativos (Hennet et al.
2011).

A ciclosporina é uma das alternativas imunossupressoras para o tratamento de GECF.
E um péptido lipofilico derivado de fungos usado em medicina humana e veterinaria (Lommer
2013). Reduz a expresséo da interleucina 2 (IL-2), uma citoquina pré-inflamatoria responsavel
por aumentar o numero de células T e, consequentemente, a ciclosporina inibe a ativagéo das
mesmas. Numa escala menor, 0s seus efeitos também se observam em células B (Lommer
2013, Lee et al. 2020). Um ensaio duplamente cego, que administrou ciclosporina a gatos ja
submetidos a extracdes dentéarias, observou uma melhoria clinica significativa entre o grupo
tratado com ciclosporina comparativamente com um grupo placebo. Neste estudo mostrou-
se, ainda, que niveis de ciclosporina sérica acima de 300 ng/mL estavam associados a
melhorias significativas (Lommer 2013). No entanto, a reducdo do apetite e a perda de peso

sao efeitos adversos comuns que devem ser monitorizados (Cannon 2015).

O recurso a células estaminais mesenguimatosas (MSCs) baseia-se, principalmente,
na imunomodulacdo. Estas sdo células estaminais fibroelasticas multipotentes (Febre et al.
2018) que se podem encontrar em varios tecidos como gordura e medula 6ssea (Reiter et al.
2019). Inibem a proliferacdo de células T, alteram a funcdo das células B, desregulam o
complexo de histocompatibilidade Il em células apresentadoras de antigénios, e inibem a
maturacao e diferenciacdo das células dendriticas (Febre et al. 2018, Reiter et al. 2019). MSCs
placentarias sdo uma alternativa promissora para o tratamento de doencas inflamatérias, uma
vez que mostraram ter propriedades imunomoduladoras maiores do que MSCs adultas (Febre
et al. 2018). Nalguns estudos focaram-se no uso de células estaminais mesenquimatosas do
tecido adiposo autblogas e alogénicas. O tratamento com células aut6logas resultou numa
resposta positiva de 71,4%, nos quais 42,8% apresentaram remissao clinica (Febre et al.
2018, Lee et al. 2020). Um estudo que examinou a eficacia de células alogénicas mostrou
uma remissao clinica de 28,6% e melhoria significativa em 28,6%, o que resultou numa menor
eficacia clinica com uma resolucéo histolégica e clinica mais tardia, comparativamente a

células estaminais mesenquimatosas autélogas (Lee et al. 2020). Independentemente da
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origem celular, concluiu-se que a administracao sistémica de células mesenquimatosas de
origem adiposa permite reduzir significativamente a inflamacéo oral em gatos com GECF (Arzi
et al. 2020).

Sendo a GECF uma doenca muito dolorosa, todo o tratamento deve ter em conta um
maneio da dor adequado. Essa terapia depende de varios fatores como a existéncia de
doencas concomitantes como doencga renal ou hepatica, medicacdes que estejam a ser
administradas, o temperamento do animal, e a percecdo da dor oral. Usualmente, a longo
prazo, sdo administrados opioides, como a buprenorfina, associados a gabapentina (Lee et
al. 2020).

Assim, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem de GECF, é
essencial uma combinagéo de boa higiene oral, extragdes dentarias parciais ou totais, e um

tratamento médico complementar adequado (Hussain et al. 2021).
2. Respostainflamatoria

Quando a saude de um animal é desafiada, ou por uma ameaga interna ou por uma
ameaca externa, constroi-se uma resposta forte que leva a ativacdo do sistema imunitario
inato e adquirido, sendo o sistema imunitério inato aquele que cobre os mecanismos nao
dependentes de uma resposta especifica (Jain et al. 2011). Perante condi¢des inflamatorias
agudas e crénicas, como processos infeciosos, traumaticos, neoplasicos e imunomediados,
que desregulam a homeostase do organismo, este desenvolve uma reacao sistémica rapida,
complexa e inespecifica, denominada resposta de fase aguda (APR — acute phase response)
(Kann et al. 2012, Winkel et al. 2015).

A APR faz parte do sistema imunitario inato, e descreve uma série de eventos
responsaveis pela sobrevivéncia do organismo durante a fase inicial da exposicao dos animais
a estimulos potencialmente patogénicos (Cerén et al. 2005, Paltrinieri 2008). A APR é uma
resposta muito rapida que, por vezes, precede o aparecimento de sinais clinicos, o que a torna
um dos primeiros marcadores para 0 aparecimento de processos patolégicos (Cerdn et al.
2005). Com o objetivo de reduzir a lesado tecidual e restabelecer a homeostase (Cray et al.
2009, Rosa and Mestrinho 2019), a APR é caracterizada por varios eventos fisiopatolégicos,
nomeadamente febre, leucocitose, e alteracdo da concentracdo de proteinas plasmaticas
conhecidas por proteinas de fase aguda (PFA) (Paltrinieri 2008, Jain et al. 2011, Rosa and
Mestrinho 2019, Bazzano et al. 2022). Outras alteracdes como o aumento do cortisol sérico,
a diminuicdo da tiroxina, de ferro e de zinco e alteracbes metabdlicas como lipdlise,
gliconeogénese e catabolismo muscular também sao observadas (Ceron et al. 2005, Rosa
and Mestrinho 2019). A APR inicia-se nos locais lesionados, onde macréfagos, alguns

neutrofilos (Paltrinieri 2008) e mondécitos (Jain et al. 2011) produzem e libertam citoquinas pro-

11



inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
(TNF-a) (Paltrinieri 2008, Jain et al. 2011, Winkel et al. 2015). Quando a produc¢dao de citocinas
locais € amplificada, esta provoca um aumento das citoquinas correspondentes na corrente
sanguinea e observa-se entdo uma APR sistémica (Ehlting et al. 2021). As citocinas sdo entao
responsaveis pelos sinais clinicos comuns de inflamacao sistémica: febre, letargia e anorexia
(Paltrinieri 2008, Rossi 2023). A expressao destes mediadores permite uma comunicagao
entre células parenquimatosas do figado, nomeadamente os hepatdcitos, e células nao
parenquimatosas, como as células de Kupffer (Ehlting et al. 2021). Apds estimulagcdo por
citoquinas pro-inflamatérias, as células de Kupffer no figado produzem IL-6 e apresentam-na
aos hepatdcitos, o que inicia a producdo de PFA por parte dos mesmos e a sua libertagdo na
corrente sanguinea. Concluiu-se que IL-6 € um dos maiores mediadores da producéo hepética

destas proteinas (Jain et al. 2011).
2.1. Proteinas de fase aguda (PFA)

As proteinas de fase aguda sao proteinas plasmaticas que alteram a sua concentracao
sérica em mais de 25% apoés estimulacdo por citocinas pré-inflamatorias. Desta forma, podem
ser usadas para avaliar a resposta imunitaria sistémica a uma leséo (Eckersall and Bell 2010).
S&o agrupadas por PFA positivas, cuja concentracdo aumenta aquando da APR, por exemplo,
proteina C reativa (CRP), proteina amildide sérica A (SAA), haptoglobina, alfa-1 glicoproteina
acida (AGP) (Kajikawa et al. 1999, Ceron et al. 2005), ou PFA negativas, cuja concentragdo
diminui, por exemplo, albumina, transferrina (Cerén et al. 2005, Cray et al. 2009) e
paraoxonase-1 (Rossi et al. 2020). As PFA positivas sdo divididas em duas classes,
consoante a sua resposta as citoguinas. As PFA positivas do tipo 1, nomeadamente AGP,
SAA, CRP e haptoglobina, sdo reguladas por IL-1, IL-6 e glucocorticoides. As PFA positivas
do tipo 2, que incluem as trés cadeias de fibrinogénio e varias protéases inibidoras, sao
reguladas por IL-6 e glucocorticoides (Fournier et al. 2000). Consoante a magnitude e duragéo
da sua resposta em relacdo a um estimulo, PFA s&@o ainda classificadas como maiores,
moderadas ou menores (Paltrinieri 2008, Kann et al. 2012, Bazzano et al. 2022). As PFA
maiores aumentam a sua concentracdo de 10 a 1000 vezes em humanos e 10 a 100 vezes
em animas domésticos, como se observa na CRP e na SAA. As PFA moderadas demonstram
um aumento de 2 a 10 vezes, como a haptoglobina e outras alfa-globulinas (Kann et al. 2012).
As PFA menores demonstram um aumento muito pouco significativo, inferior a 2 vezes
(Paltrinieri 2008). No entanto, a sua sintese, secrecdo e excrecdo varia consoante as
diferentes espécies de animais (Tuna and Ulutas 2022). Em caes, observa-se uma resposta
forte da CRP, contrariamente ao que se observa em gatos (Cerén et al. 2005). Os gatos

possuem a SAA como a sua maior PFA (Paltrinieri 2008, Kann et al. 2012, Rosa and Mestrinho
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2019, Bazzano et al. 2022) e muito pouca alteracdo da CRP (Jain et al. 2011, Kann et al.
2012).

A concentracdo das PFA positivas comecga a aumentar poucas horas apés o estimulo
lesional, atingindo o seu pico entre as 24h e as 48h, mantendo-se elevadas enquanto o
estimulo inflamatério persiste (Paltrinieri 2008, Bazzano et al. 2022). Uma vez que néo estao
armazenadas em nenhum tecido, a sua concentracao reduz rapidamente aquando da reducao
do estimulo e da recuperacéo, sendo as PFA maiores as mais rapidas a diminuir devido a sua
curta semivida (Rossi 2023). Quando uma série de estimulos inflamatérios consecutivos
ocorre, a APR pode tornar-se crénica e as concentracfes das PFA mantém-se elevadas,
embora numa magnitude inferior ao observado num episédio agudo (Jain et al. 2011).

Os hepatdcitos séo a principal origem das PFA. No entanto, ndo sdo o seu Unico local
de producdo (Ehlting et al. 2021). Os linfécitos mostraram produzir AGP e, em diferentes
espécies animais, a producdo de SAA também foi observada no rim, intestino, medula 6ssea,

adipécitos e glandula mamaria (Cerén et al. 2005).
2.1.1. FuncOes das PFA

O papel fisiolégico destas proteinas ainda ndo é completamente conhecido (Cerén et
al. 2005), sendo que cada PFA tem diversas funcdes (Paltrinieri 2008). Sabe-se que as
principais funcdes se baseiam em defender o organismo durante a inflamacao, ao modular a
eficiéncia do sistema imunitario, ao transportar moléculas para prevenir a sua perda, e ao
proteger os tecidos de lesdes causadas por mediadores inflamatdrios (Paltrinieri 2008, Cray
et al. 2009). Algumas PFA, individualmente, possuem tanto um efeito anti-inflamatério como
um efeito pré-inflamatério que, para promover a homeostase, devem encontrar-se em
equilibrio (Cerdn et al. 2005, Rosa and Mestrinho 2019).

Nos gatos, o aumento da concentragdo de SAA, AGP e haptoglobina est4 associada
a varias condicdes patoldgicas (Kajikawa et al. 1999, Kann et al. 2012), nomeadamente a
doencas enddcrinas, infeciosas, neoplasicas, feridas, hospitalizacdo, insuficiéncia renal e
cirurgia (Kann et al. 2012, Rossi 2023), e séo indicadores Uteis para monitorizar a resposta
inflamatéria (Rosa and Mestrinho 2019). Nesta espécie, SAA é a mais rapida a aumentar a
sua concentracao em resposta a um estimulo (Kajikawa et al. 1999), com um aumento de 10
a 50 vezes durante a inflamacgéo (Paltrinieri 2008). A AGP é uma PFA moderada, com
aumento de 5 a 10 vezes (Rossi et al. 2020), em conjunto com a haptoglobina. A AGP é
altamente especifica para diagnéstico de Peritonite Infeciosa Felina (PIF) (Rossi 2023) e,
combinada com a SAA, sdo usadas para monitorizar esta doenca e linfoma (Mestrinho et al.
2020). Num estudo de Winkel et al. (2015), observou-se uma diminuicdo das concentragcdes

plasmaticas de SAA e AGP em gatos que atingiram a remissao de linfoma para niveis
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semelhantes as de gatos saudaveis usados como controlo, podendo estas proteinas tornar-

se um potencial marcador do efeito do tratamento antineoplasico de gatos com linfoma.
2.1.2. PFA como diagndstico

Tanto para medicina humana como para medicina veterinaria, tem sido um desafio
descobrir novos biomarcadores que identifiguem, de uma forma precoce, doencas subclinicas
(Bazzano et al. 2022). As PFA podem ser usadas como biomarcadores no diagndstico,
progndstico e na monitorizacao da resposta a terapia. No entanto, embora possuam elevada
sensibilidade para a inflamacdo, tém uma grande variabilidade entre espécies e uma
especificidade baixa (Eckersall and Bell 2010), uma vez que altera¢des na sua concentracao
ocorrem na presenc¢a de inflamacdo independentemente do agente causador da doenca
(excetuando a AGP para o diagnéstico de PIF) (Paltrinieri 2008, Rossi 2023). Concluiu-se
entdo que a medicao da concentracdo das PFA é util para a detecao precoce de doencas
subclinicas (Cerdn et al. 2005), embora ndo fornegcam um diagnéstico especifico para a causa

subjacente (Kann et al. 2012).

Uma vez que as PFA respondem de forma muito variavel a inflamagéo e a leséo
tecidual, pressupde-se que a medigdo de um conjunto de diferentes PFA é mais Gtil do que a
avaliacdo de uma proteina isolada. Idealmente, deveria ser realizado um perfil com uma PFA
maior, uma moderada e uma negativa (Cerén et al. 2005, Kann et al. 2012). Em medicina
humana e veterinaria, tem sido usado um indice de fase aguda que combina varias PFA numa
formulacdo matematica (Gruys et al. 2006) (Equacdo 1). Em gatos, SAA é a melhor PFA
candidata a PFA positiva rapida, AGP a PFA positiva lenta, e albumina a PFA negativa lenta.
Outras PFA negativas podem ser boas opcfes, nomeadamente paraoxonase-1, no entanto,
devido a falta de conhecimento acerca da farmacocinética das mesmas, a distingdo entre
rapidas e lentas ainda nado foi descrita. Este index permitird aumentar consideravelmente a
capacidade de detecdo de inflamacéo por parte das PFA (Rossi 2023), no entanto, algumas
limitacdes opbem-se ao seu uso recorrente em medicina veterinaria, uma vez que existem
poucos kits de ensaio disponiveis no mercado, estes apresentam um custo bastante elevado
(Kann et al. 2012), e sao necessarias tecnologias diferentes para quantificar cada PFA (Rossi
2023).

indi (concentragido da uma PFA positiva rapida) x (concentragdo da uma PFA positiva lenta)
indice =

(concentragido da uma PFA negativa rapida) x (concentragdo da uma PFA negativa lenta)

Equacéo 1 - indice de fase aguda numa formulacdo matemética (adaptado de Gruys et al.
2006).
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2.1.3. Métodos de doseamento de PFA

Existem varios métodos disponiveis para a medi¢cdo de PFA especificas, no entanto,
a maioria dos métodos é muito demorado e caro, o que limita o uso das PFA como uma prética
recorrente (Paltrinieri 2008). Devido ao uso de diferentes metodologias e a falta de material
para estandardizar 0s ensaios, tem-se observado discrepancias elevadas entre as
concentracdes de PFA de gatos saudaveis realizadas em varios estudos (Kann et al. 2012).
Atualmente, PFA podem ser determinadas por Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA),
Radioimunoensaio, Nefelometria (Paltrinieri 2008), Imunoturbidimetria, Western Blot, analise
do RNA mensageiro e Eletroforese em Gel de Agarose (AGE), em Acetato de Celulose (CAE)
e capilar (CZE) (Moore and Avery 2019).

2.1.4. Albumina
2.1.4.1. Albumina e a sua estrutura

A albumina é uma PFA negativa presente na maioria das espécies (Jain et al. 2011),
cuja concentracdo diminui durante a APR, e o pool de amino&cidos ndo usados para a sua
producéo é desviado para a producdo de PFA positivas (Paltrinieri 2008, Cray et al. 2009).

E a proteina plasmatica mais abundante de cies e gatos, constituindo 35-50% da
proteina presente no plasma (Cerén et al. 2005). Contém uma cadeia peptidica de 580 a 585
aminoacidos, dependendo da espécie (Schreiber 1988), e um peso molecular de 66 kDa
(Roche et al. 2008). E uma proteina altamente solGvel, com uma semivida de cerca de 20 dias
(Roche et al. 2008, Sheinenzon et al. 2021), cuja sua concentragdo plasmatica representa o
equilibrio entre a sua sintese hepética, o seu catabolismo, e 0 seu transporte transcapilar
(Roche et al. 2008). O seu ponto isoelétrico (Pl) encontra-se entre 4,8 e 5,2, dependendo das

moléculas a que a albumina se liga (Schreiber 1988).

Em circunstancias normais, a pressao oncoética sanguinea é o regulador fisiolégico da
sintese de albumina (Schreiber 1988), uma vez que a concentragdo da mesma é detetada por

osmorrecetores no intersticio hepatico (De Simone et al. 2021).

A hipoalbuminémia (valores de albumina inferiores a 3,5 g/dL) é causada,
frequentemente, por doenca hepatica crénica, que leva a morte das células do figado e
consequente diminuicdo da producdo de albumina (Sheinenzon et al. 2021). No entanto,
pode-se observar uma reducao da sua sintese devido a diversos outros fatores (Mitchell et al.
2009). O stress por traumatismo, infecao, radiacdo, cirurgia e, especialmente, queimaduras,
esta associado a uma reducgdo na concentracdo de albumina. Pensa-se que ma-nutricdo seja
um dos maiores fatores de hipoalbuminémia, apoiado pela sua diminuicdo aquando da

reducdo de ingestdo de comida. As alteracdes gastrointestinais também levam a
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hipoalbuminémia, provavelmente devido a perda intestinal de proteinas plasmaticas a um
nivel demasiado elevado para conseguir ser compensado pela sua sintese (Schreiber 1988).
Em quase todas as espécies animais, durante a APR, observa-se uma diminuicdo da
concentracdo sanguinea de albumina resultante de uma perda seletiva por parte de alteracbes
gastrointestinais e renais, ou por reducdo da sua sintese hepética (Cray et al. 2009). Ainda
nao foi provado se esta diminuicdo se deve a uma extravasao dos vasos para os tecidos
inflamados (Paltrinieri 2008), no entanto, inflamacdo aumenta a permeabilidade vascular
através de neutrofilos, o que sugere a possibilidade da deslocagéo de albumina para os locais

lesionados para exercer o seu papel antioxidante (Roche et al. 2008).

Varias hormonas como cortisol, hormonas da tiroide, hormona do crescimento e

insulina mostraram estimular a sintese de albumina (Schreiber 1988).
2.1.4.2. Funcdes daalbumina

A albumina é responsavel por cerca de 75% da pressdo osmotica plasmatica e € a
maior fonte de aminoacidos a serem utilizados pelo animal (Cerén et al. 2005). Esta PFA
negativa tem duas fungdes principais: a manutengéo da pressdo osmotica e o transporte de

varias substancias (Schreiber 1988).

A albumina sérica é o determinante principal da pressdo oncoética e da distribuicéo de
fluidos entre os varios compartimentos corporais (Roche et al. 2008, De Simone et al. 2021).
Perante um aumento de globulinas séricas ou de outros colbides plasmaticos, a albumina
diminui a sua concentracdo de forma a manter uma pressdo oncética eficaz no espaco
vascular, tanto através da reducdo da sua sintese, como com 0 aumento da sua degradacéo

e albumindria (Schreiber 1988).

A albumina é denominada de “esponja” da circulagdo uma vez que se liga a varias
moléculas endbgenas e exdégenas (Roche et al. 2008), nomeadamente metais, acidos gordos,
colesterol, pigmentos biliares, hormonas, farmacos e toxinas (Schreiber 1988, Roche et al.
2008, De Simone et al. 2021). Desta forma, tem uma elevada influéncia na farmacocinética e
farmacodinamica de farmacos, nomeadamente anticoagulantes, antibioticos, AINEs, entre
outros, e na destoxificacdo do plasma de téxicos como agentes organofosforados (inseticidas,
pesticidas) (De Simone et al. 2021). Transporta componentes essenciais na corrente
sanguinea, como a bilirrubina, acidos gordos e hormonas, para os 6rgaos (Sheinenzon et al.
2021). Transporta também espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio resultantes do
metabolismo celular, funcionando como antioxidante (Roche et al. 2008). Estes produtos tém
a capacidade de promover lesdes oxidativas, inflamacao, disfuncdo endotelial e fibrose de
tecido renal. A albumina exerce mais de 80% da atividade de captura de radicais livres no

soro, sendo assim o antioxidante predominante do organismo (De Simone et al. 2021).
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Para além destas atividades, esta proteina tem também algum papel na regulacéo do
equilibrio acido-base, na inibicdo da funcdo plaquetaria, e na permeabilidade vascular
(Sheinenzon et al. 2021).

A medicdo da albumina, geralmente, é uma préatica rotineira por métodos de

espectrofotometria, nomeadamente o Verde de Bromocresol (Cerdn et al. 2005).
2.1.5. Alfa-1 glicoproteina acida (AGP)
2.15.1. AGP e asuaestrutura

A alfa-1 glicoproteina acida (AGP), também denominada de orosomucdide, é uma PFA
positiva pertencente a familia lipocalina, um grupo de proteinas que se liga e transporta
moléculas hidrofobicas (Paltrinieri 2008). E uma proteina com solubilidade bastante elevada,
gue possui uma cadeia peptidica de 183 aminoacidos, um pH muito baixo de 2,8 a 3,8
(Fournier et al. 2000) devido a presenca de acidos siélicos (Hochepied et al. 2003), um peso
molecular de 43 kDa, e um contetdo bastante elevado em carbohidratos, cerca de 45%
(Fournier et al. 2000, Ceron et al. 2005). E altamente glicosada, sendo a principal proteina
componente do seromucoéide - a fragcao do plasma mais resistente a precipitacéo acida (Cerén
et al. 2005). Existem duas formas diferentes de AGP. A primeira forma é produzida por
linfécitos e tem um peso molecular de 54 kDa aproximadamente, a segunda forma é a
orosomucéide observada no soro com cerca de 40 kDa de peso molecular, provavelmente
resultante da clivagem de residuos de &cido siélico da primeira forma (Selting et al. 2000). Os
processos inflamatérios agudos e as condi¢fes fisiopatoldgicas tais como gravidez, artrite
reumatoide grave, cirrose e hepatite podem alterar a glicosilacdo, podendo encontrar-se
diferentes tipos de AGP séricos, dependendo do tipo de glicosilacdo e das substituicdes de

aminoacidos (Fournier et al. 2000).

A AGP é produzida maioritariamente por hepatécitos e linfocitos em resposta a
citoquinas, nomeadamente IL-1, IL-6 e TNF-a (Selting et al. 2000), e glucocorticoides
(Fournier et al. 2000). A sua producdo por parte de linfécitos corrobora a sua elevada
concentracdo em cées e gatos com linfoma (Céron et al. 2005). Através do isolamento de
hepatdcitos humanos, foi demonstrado que IL-8 também estimula a producédo de AGP. Em
ratos, glucocorticoides mostraram estimular bastante a producdo de AGP na auséncia de
citoquinas, enquanto a hormona de crescimento inibe a sintese da mesma. Em caes e ratos,
comprovou-se que fenobarbital estimula a sintese de AGP, atuando diretamente nos

hepatdcitos (Fournier et al. 2000).

Nos gatos, a AGP é uma das principais PFA, em conjunto com a SAA, e a sua

concentracdo aumenta rapidamente aquando de lesBes teciduais como inflamacéo,
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traumatismo, stress excessivo, neoplasia (linfoma) ou doencas infeciosas (PIF e FIV) (Correa
et al. 2001, Thalmeier et al. 2023). No entanto, as suas concentracdes ndo se mostraram
relevantes para avaliar o progndstico de gatos em tratamento com linfoma (Correa et al. 2001).
A maioria dos estudos de AGP em felinos tem-se focado na sua concentragao sérica e tecidual
em gatos infetados com PIF (Paltrinieri 2008). Nos cdes com anemia hemolitica
imunomediada observou-se uma concentragcdo maior da AGP em comparacdo com céaes
saudaveis, e a sua reducdo com o tratamento (Mitchell et al. 2009). Nos cdes com linfoma,
varios carcinomas e sarcomas, também se observou o aumento desta proteina. Na
monitorizagdo de cdes com linfoma, a AGP reduziu significativamente com a remissao
completa ap0s tratamento, comparativamente ao inicio do tratamento (Correa et al. 2001), e

voltou a aumentar antes da recidiva (Cerén et al. 2005).
2.1.5.2. Funcdes da AGP

As funcbes da AGP sdao influenciadas por modificagdes moleculares (Ehlting et al.
2021), apresentando, por vezes, a¢bes contraditérias que dependem de varios fatores, como
o tipo de células com que a AGP interage, a glicosilacdo, e a concentracdo da AGP, uma vez

que concentragdes baixas e altas podem ter efeitos opostos (Hochepied et al. 2003).

A AGP modula a resposta inflamatéria e imunitaria (Hochepied et al. 2003). Esta tanto
induz a expressao de citocinas pro-inflamatérias, por exemplo TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12,
(Ehlting et al. 2021) como exibe efeitos anti-inflamatérios através da indugéo da secregéo de
antagonistas dos recetores de IL-1 e TNF-a, reducdo da acdo neutrofilica (fagocitose,
migragdo, entre outros), inibicdo da proliferacdo de linfocitos (Paltrinieri 2008, Ehlting et al.
2021), e inibicdo da agregacao plaquetéaria (Selting et al. 2000, Paltrinieri 2008, Mestrinho et
al. 2020). Estas func¢des contrarias devem-se aos diferentes padrfes de glicosilacéo (Selting
et al. 2000, Hochepied et al. 2003, Ehlting et al. 2021). A AGP consegue também interagir
com a permeabilidade seletiva capilar do endotélio e atrasar a extravasao, preservando a
perfusd@o e fungdo orgéanica e prevenindo a invasdo bacteriana para a corrente sanguinea e

orgaos (Hochepied et al. 2003).

Por fim, a AGP liga-se a varias moléculas e farmacos (Fournier et al. 2000, Hochepied
et al. 2003). Transporta pequenas moléculas hidrofébicas e liga-se a proteinas e mediadores
plasmaticos, acompanhando a regulacdo da defesa inata (Mestrinho et al. 2020). Ao unir-se
a varios farmacos enddgenos e exdgenos (Hochepied et al. 2003), pode reduzir a quantidade
de farmacos livres no sangue e, desta forma, influenciar a farmacocinética e farmacodinamica

dos mesmos (Selting et al. 2000), a semelhanca do que é observado com a albumina.

Tanto no soro como no liquido peritoneal, a AGP é um biomarcador reconhecido de

PIF (Eckersall and Bell 2010), uma doenca felina letal causada por coronavirus, cuja
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concentracdo de AGP aumenta na sua presenca (Paltrinieri et al. 2007). Embora o aumento
da concentracdo de PFA ndo seja capaz de distinguir diferentes processos patologicos,
valores serolégicos de AGP superiores a 1,5 g/dL apresentam uma sensibilidade de 85% e
uma especificidade de 100% para distinguir PIF de outras condicbes com apresentacoes

clinicas semelhantes (Rossi 2023).

Um estudo de Mestrinho et al. (2020) testou a hip6tese de que GECF estaria associada
a um estado inflamatorio sistémico e que, apos extragcdes dentérias, esta inflamacao reduziria
significativamente. Os resultados confirmaram que os valores de AGP se apresentavam
significativamente elevados em gatos com GECF, comparativamente a animais saudaveis
usados como controlo, mas nao se verificou reducdo dos mesmos 60 dias apds o tratamento

com extracdes dentarias.
2.1.6. Proteina amildide sérica A (SAA)
2.1.6.1. SAA e asuaestrutura

A SAA é uma PFA positiva, cuja concentragdo pode aumentar até 1000 vezes superior
aos seus valores normais (Tamamoto et al. 2013). Possui um peso molecular de 15 kDa e é
uma apolipoproteina hidrofébica (Ceréon et al. 2005), muito pouco solivel em solucdes
aquosas. No sangue, a SAA esté associada a lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Gollaher
and Bausserman 1990, Sack 2018), sendo que cerca de 95% da SAA circulante encontra-se
na fracdo HDL. Esta entdo envolvida no metabolismo do colesterol tanto em condi¢des
fisiolégicas como inflamatoérias (Sack 2018). Pensa-se que a SAA seja o precursor da proteina
amildide A, podendo estar envolvida na patogenia da amiloidose e outras doencas

inflamatdrias crénicas (Cerén et al. 2005).

A SAA aparenta estar associada a patogenia da amiloidose AA (Kisilevsky and Manley
2012), uma vez que inflamacgéo crénica pode estar associada a valores persistentemente
aumentados de SAA e, consequentemente, levar a amiloidose secundaria (Sack 2018). A SAA
sofre clivagem proteolitica e origina a proteina fibrilar amiléide A (AA) (Gollaher and
Bausserman 1990), que se ird depositar em varios érgaos, nomeadamente no figado, baco e
rim. Esta doenca ocorre principalmente em racas predispostas como gatos Siameses e
Abissinios, e é despoletada por doencas inflamatdrias cronicas como enteropatia crénica e
gengivoestomatite crénica felina. O 6rgédo que sofre mais deposicdo em gatos é o baco, no
entanto, a causa principal de morte mostrou-se ser insuficiéncia renal por deposicédo de

proteina fibrilar amiléide A em vérias zonas do rim (Ferri et al. 2023).
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Uma vez que aumenta rapidamente durante a APR, a SAA é considerada um indicador
sensivel de inflamac&o em espécies domésticas (Escribano et al. 2021, Bazzano et al. 2022,
Rossi 2023), sendo a maior PFA em gatos pela sua rapida e elevada resposta em doencas
imunomediadas, inflamatérias, infeciosas e neoplasicas (Yuki et al. 2020, Escribano et al.
2021, Rossi 2023). Contrariamente a outros estudos, Yuki et al. (2020) mostrou que ndo havia
alteracBes significativas da SAA em gatos com hipertiroidismo e Diabetes mellitus,
comparativamente a gatos saudaveis. Existem variadas razdes para estas discrepancias,
nomeadamente a diferente amostragem entre os estudos e as diferentes metodologias
usadas para a quantificacdo de SAA, que levam a diferentes sensibilidades (Rossi 2023). Um
estudo de Naidenko et al. (2022) demonstrou também o aumento desta PFA em gatas

gravidas, principalmente nos momentos de maior leséo tecidual, como o parto.

O aumento de SAA em gatos € inferior ao observado em humanos, cerca de 10-50
vezes e mais de 100, respetivamente (Paltrinieri 2008), e, se a lesdo for resolvida, os seus
valores reduzem para valores normais apés 7 a 10 dias (Kisilevsky and Manley 2012). Os
valores maiores foram demonstrados em gatos com PIF (Paltrinieri 2008, Escribano et al.
2021) e com pancreatite aguda (Escribano et al. 2021). Nos cées, a concentragdo de SAA
mostrou aumentos durante a APR por infe¢des por leishmaniose (Eckersall and Bell 2010),

parvovirus e Bordetella bronchiseptica (Cerén et al. 2005, Eckersall and Bell 2010).

O principal local de sintese e de catabolizacdo de SAA é no figado (Gollaher and
Bausserman 1990), no entanto, tal como se observou nas PFA anteriores, a sua sintese
também foi comprovada noutros tecidos como macrofagos, pulmdo (Sack 2018), rim,
intestino, medula 6ssea, adipécitos em casos de hiperglicemia, e glandula mamaria em casos
de mastite (Ceron et al. 2005).

2.1.6.2. Funcdes da SAA

O papel biologico da SAA ainda é pouco compreendido, no entanto, esta proteina
aparenta ter propriedades protetoras e imunomoduladoras (Troia et al. 2017). Tal como se
observou no caso da AGP, a SAA possui efeitos anti e pro-inflamatérios durante a APR. A sua
capacidade pro-inflamatéria baseia-se na sua capacidade de se ligar ao HDL no plasma e
reduzir assim a sua capacidade anti-inflamatéria e antioxidante, e na capacidade de promover
o recrutamento de neutrofilos e células mononucleares que libertam colagenases e oxidases
e expressam mediadores pro-inflamatérios capazes de lesionar os tecidos. Acerca das suas
propriedades protetoras, a SAA possui efeitos antifingicos e antiviricos, inativa toxinas

bacterianas e induz a proliferacdo de células T reguladoras (Ehlting et al. 2021).

A SAA também exerce funcdes na reciclagem do colesterol de células lesionadas.

Durante a APR, macréfagos fagocitam detritos celulares ricos em colesterol e aumentam os
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locais de ligacdo ao complexo SAA/HDL. Quando SAA é sintetizada e associada ao HDL, liga-
se aos macrofagos e separa-se do HDL. Desta forma, o colesterol é exportado para o HDL e

redistribuido para sistemas que o necessitem ou excretem (Kisilevsky and Manley 2012).

A concentracdo de SAA tem um valor de prognéstico promissor, uma vez que permite
detetar doencas inflamatdrias ndo controladas (Tamamoto et al. 2013, Troia et al. 2017), no
entanto, o seu uso em medicina veterinaria esta bastante limitado pelas dificuldades na
purificagdo e quantificagdo da mesma, provavelmente devido as suas caracteristicas
hidrofébicas e de associa¢do ao HDL (Ceron et al. 2005). Tal como foi mencionado acerca da
AGP, os métodos de avaliacdo de SAA também sdo bastante dispendiosos e demorados,
impossibilitando o seu uso como uma pratica de rotina (Bazzano et al. 2022).

3. Canabidiol (CBD)
3.1. Caracterizacao

A planta Cannabis sativa, conhecida por candbis ou canhamo, possui multiplos
compostos quimicos, nomeadamente fitocanabinoides, terpenoides, flavonoides e esterdis
(Deabold et al. 2019). Os canabinoides constituem mais de 100 dos compostos da planta, e
partiham uma estrutura quimica semelhante (Crippa et al. 2018). Dentro destes, o
tetrahidrocanabidiol (THC), o canabidiol (CBD), e o acido que dele deriva — o acido
canabididlico (CBDA) - que se converte rapidamente em CBD com o calor e alterag6es de pH,
sdo 0s componentes encontrados em concentracbes mais elevadas (Deabold et al. 2019,
Mlost et al. 2020). O THC ¢é o principal composto responséavel pelos efeitos psicoativos da
planta canabis (Crippa et al. 2018, Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018, Yu and
Rupasinghe 2021), um lipido supostamente envolvido na defesa da planta contra predadores,
luz ultraviolenta e stress ambiental (De Briyne et al. 2021), ao contrario do CBD, um composto
nao psicotrépico (Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018, Miranda-Cortés et al. 2023) que
ndo produz os efeitos tipicos do consumo de canabis (Crippa et al. 2018). A concentracéo de
CBD em Cannabis sativa é muito variavel, dependendo da idade da planta (De Briyne et al.
2021), das condi¢bes do seu crescimento, dos diferentes fenotipos e da parte da planta que

€ analisada, podendo constituir até 40% dos extratos da planta (Machado et al. 2011).

O uso de canébis e produtos derivados da mesma tem vindo a aumentar globalmente
(De Briyne et al. 2021). Fundamentos éticos e legais tornam 0 seu uso controverso na
medicina humana e veterinaria, no entanto, os seus beneficios terapéuticos tém potenciado a
sua aprovacdo médica e tém sido usados como antiespasmodicos, antieméticos,
anticonvulsivos, estimuladores de apetite, ou pelas suas propriedades neuroprotetoras,

analgésicas e anti-inflamatérias, em caes, gatos e furdes (Miranda-Cortés et al. 2023).
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3.2. Legislacéo

O CBD tem-se tornado cada vez mais popular devido as alteracdes da legislagcéo
federal (Deabold et al. 2019), tornando legal a distribuicdo de canhamo e produtos a base de
canhamo nos Estados Unidos, desde que contenham menos de 0.3% de THC (Deabold et al.
2019, De Briyne et al. 2021, Corsato et al. 2023). A Cannabis sativa (cAanhamo) e a Cannabis
indica (marijuana) sao espécies de grande proximidade (ASAE, 2021), pertencentes a familia
Cannabaceae. Estas variam apenas nos seus teores de THC (De Briyne et al. 2021), que vao
desde os 0,2% a mais de 10%. Devido a esta proximidade, na Unido Europeia, apenas é
autorizada a cultura de plantas com teor de THC até 0,2%. Os alimentos comercializados
derivados da candabis tém de ser provenientes exclusivamente das sementes do canhamo
(ASAE, 2021) e de variedades de Cannabis sativa que contenham THC inferior a 0,2% (ASAE
2021, De Briyne et al. 2021). Segundo Infarmed (2019), toda a cadeia de producgé&o, desde o
cultivo a preparacéo e distribuicdo da planta canabis, € conhecida e controlada de forma a
garantir que a producdo dos produtos estd de acordo com as boas praticas, garantindo a
qualidade e seguranca, e prevenindo o uso indevido por parte dos doentes a que tém acesso

aos mesmaos.
3.3. O Sistema Endocanabinoide (SEC)

O sistema endocanabinoide (SEC) é uma rede complexa de sinalizagdo enddgena
(Polidoro et al. 2021) presente em todos os animais vertebrados (mamiferos, aves, répteis e
peixes) e invertebrados (sanguessugas, mexilhdes, nematodes, entre outros) (Silver 2019).
Este sistema contribui para a homeostasia de varios 6rgaos, estando associado a multiplos

processos fisioldgicos (Polidoro et al. 2021).

O SEC é composto por trés elementos principais: ligandos enddgenos, recetores
acoplados a proteina G, e enzimas que sintetizam, degradam e reciclam esses ligandos (Mlost
et al. 2020, Polidoro et al. 2021, Miranda-Cortés et al. 2023). Os ligandos enddégenos mais
estudados sdo os endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
(Brutlag and Hommerding 2018, Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018, Silver 2019,
Mlost et al. 2020, Yu and Rupasinghe 2021). Estes s&do produzidos por enzimas nas
membranas pés-sinapticas neuronais, através do aumento dos niveis de ibes de célcio (Yu
and Rupasinghe 2021). Um mecanismo de transporte proteico transporta o0s
endocanabinoides da membrana celular pdés-sindptica até aos recetores canabinoides
localizados na membrana pré-sinatica (Landa et al. 2016, Silver 2019), onde se ligam e
executam varias funcBes neurotransmissoras como inibicao da adenil ciclase, inibicdo dos
canais de calcio dependentes da voltagem, estimulacéo dos canais de potassio, e estimulacao

de proteinas-cinase (Brutlag and Hommerding 2018). O mesmo mecanismo de transporte
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conduz os ligandos de volta & membrana pds-sinatica de forma a serem metabolizados. As
enzimas FAAH (&cido gordo hidrolase) e MAGL (lipase monoacilglicerol) metabolizam a AEA
e 2-AG, respetivamente (Silver 2019, Yu and Rupasinghe 2021). Outras enzimas hao
especificas comumente associadas a mediadores inflamatérios como lipoxigenases e
cicloxigenases também exercem essa funcdo (Mlost et al. 2020). A libertacdo de
neurotransmissores € impedida pela inibicdo da entrada de calcio intracelular por parte dos
endocanabinoides. Estes tém um tempo de semivida muito curto, uma vez que s&o
rapidamente reabsorvidos e catabolizados (Silver 2019). Os ligandos acoplam-se aos seus
recetores de forma a regular e modular a nocicepcao, o metabolismo lipidico, e a funcao
gastrointestinal, cardiovascular e motora (Miranda-Cortés et al. 2023). A producédo de AEA e
2-AG é a primeira resposta do organismo a uma lesdo tecidual. Sdo produzidas no local da
leséo, e ativam recetores endocanabinoides (CB1 e CB2) para suprimir a inflamacé&o e/ou a
sensibilizacdo do nervo aos sinais nociceptivos. A AEA modula a dor através da inibicdo dos
sinais nociceptivos na sinapse ao ativar os recetores CB1, e reduz a inflamacé&o ao ativar os
recetores CB2. O papel da 2-AG envolve a modulagdo descendente da dor durante o stress
agudo (Silver 2019).

Para além dos endocanabinoides, outros mediadores exdégenos conseguem modular
0s recetores canabinoides, nomeadamente os fitocanabinoides produzidos em grande
guantidade pela planta Cannabis sativa (Silver 2019, Polidoro et al. 2021), principalmente o
THC, o CBD e outros canabinoides sintéticos (Polidoro et al. 2021). Desta forma, o uso de
canabinoides naturais ou sintéticos inibe a secre¢cdo de neurotransmissores e ides
responsaveis pela modulagdo, projecdo e percecao da dor aguda cronica e neuropatica
(Miranda-Cortés et al. 2023).

3.3.1. Recetores endocanabinoides

Os dois tipos de recetores canabinoides primarios sdo o CB1 e o CB2, ambos
recetores acoplados a proteinas G (Rieder et al. 2010, Landa et al. 2016, Mlost et al. 2020,
Miranda-Cortés et al. 2023) localizados em células pré-sinaticas (Yu and Rupasinghe 2021).
Quando ativados pelos endocanabinoides, inibem a libertacdo de neurotransmissores como
GABA e glutamato (Landa et al. 2016, Miranda-Cortés et al. 2023) e participam em varios
processos biolégicos, como plasticidade neuronal, dor, ansiedade, inflamag¢do e neuro-
inflamacao, estimulacéo imunoldgica, regulagdo metabdlica e crescimento ésseo (Silver 2019,
Yu and Rupasinghe 2021). A estrutura dos recetores CB1 e CB2 é semelhante, embora
encontrem-se em localizagfes anatomicas diferentes (Silver 2019). Outros recetores também
estdo envolvidos nos efeitos fisiolégicos do CBD, como o0s recetores de proliferacdo dos

peroxissomas (peroxisome proliferator-activated receptor-y), os recetores de glicina, os
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recetores vaniloides (VR1) (Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018, Greb and Puschner
2018), os recetores de serotonina 5-HT (Landa et al. 2016, Greb and Puschner 2018), entre

outros.

Estudos mostraram a presenca destes recetores em roedores, cées, gatos e macacos,
existindo algumas diferencas quanto ao numero de amino&cidos, a sua distribuicdo tecidual,

e a sensibilidade de agonistas e antagonistas especificos (Miranda-Cortés et al. 2023).
3.3.1.1. CBl1leCB2

Os recetores CB1 estdo largamente distribuidos no cérebro e, desta forma,
correlacionam-se com os efeitos canabinoides na cognigcdo, apetite, emoc¢des, memoria,
percecdo e controlo de movimento (Brutlag and Hommerding 2018, De Briyne et al. 2021).
Expressam-se no sistema nervoso central e periférico, onde regulam a libertacdo de
neurotransmissores (Yu and Rupasinghe 2021). O sistema nervoso central (SNC) é o seu
local principal, nomeadamente na medula espinhal, ganglios da base, cerebelo e cértex
cerebral (Silver 2019, Miranda-Cortés et al. 2023). Predominantemente, encontram-se nas
fibras pré-sinapticas, logo, agonistas de recetores CB1 apresentam maiores efeitos adversos
psicoativos no SNC como hipotermia, ataxia e euforia, e um papel menor no controlo da dor.
Imunohistoquimica demonstrou a sua presenga no terminal axénico, e na membrana pré e
pds-sindptica em astrécitos, oligodendrécios, células da micréglia, dura mater e no cértex
cerebral, relacionando-se com a meméria (Miranda-Cortés et al. 2023). Em menor quantidade,
distribuem-se no sistema nervoso periférico, tecido cardiovascular, gastrointestinal e
reprodutivo (Silver 2019, Yu and Rupasinghe 2021). Embora a estrutura de recetores CB1
seja semelhante em todos os mamiferos (Yu and Rupasinghe 2021) estudos demonstraram
variagcdes na localizac@o anatémica dos recetores CB1 entre espécies, nomeadamente em
cées, que tém uma maior densidade destes recetores no cerebelo, comparativamente a outras
espécies estudadas (De Briyne et al. 2021). Um estudo de Polidoro et al. (2021) descobriu
ainda recetores CB1 distribuidos no epitélio oral de gatos saudaveis, principalmente na lingua
e tecidos moles da cavidade oral, sugerindo que estes recetores possam estar envolvidos na

manutencdo da homeostase da mucosa oral felina.

Recetores CB2 estdo localizados maioritariamente em células do sistema imunitario,
nomeadamente em leucdcitos, baco e tonsilas (Landa et al. 2016, Silver 2019, Yu and
Rupasinghe 2021) e no sistema nervoso periférico, onde exercem o seu papel na inflamacao
e na regulacéo da dor (De Briyne et al. 2021). Uma grande concentragdo destes recetores &
encontrada em linfocitos T e B, CD4 e CD8, macro6fagos, neutrdéfilos, mastdcitos e killer cells.
Foram ainda identificados no pancreas, timo, pulmdes, tonsilas, parétida e glandulas

mandibulares, placas de Peyer, neurénios entéricos, membrana sinovial, queratinécitos
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cutaneos, e em células endoteliais de vasos sanguineos (Miranda-Cortés et al. 2023). Podem
ainda ser observados no SNC em menores quantidades (De Briyne et al. 2021). A ativacao
seletiva destes recetores mostrou efeitos anti-inflamatérios, antinociceptivos e
neuroprotetores em modelos de animais com osteoartrite, inflamacdo e neuropatias. Os
recetores CB2 estdo envolvidos em processos imunitérios, inibindo a libertacdo de citoquinas,
controlando assim a dor oncolégica e prevenindo a progressado destas doencas (Miranda-
Cortés et al. 2023). No estudo de Polidoro et al. (2021) ndo foi observada expressao relevante
de recetores CB2 no epitélio oral de gatos saudaveis, no entanto, em gatos com GECF, a sua
distribuicdo foi observada em todas as camadas epiteliais e as células inflamatorias
apresentaram uma expressao forte dos mesmos. Esta informac&o é consistente com outros
estudos onde se observou uma sobrexpressao de recetores CB2 no infiltrado inflamatério
subepidermal e no epitélio da pele em gatos com dermatite. Véarios estudos defenderam o
efeito anti-inflamatério que advém da ativacao destes recetores, o que sugere o possivel
recurso a agonistas de CB2 para a reducéo de inflamacédo de pacientes com GECF. E entéo
apropriado considerar o possivel papel que componentes da Cannabis sativa podem exibir na
modulagéo da inflamacdo em gatos com GECF (Polidoro et al. 2021).

O CBD e o THC mostraram interagir com ambos os tipos de recetores, no entanto, o
THC tem uma afinidade particular para os recetores CB2, e o0 CBD tem uma menor afinidade
para ambos (Miranda-Cortés et al. 2023). O THC é o Unico fitocanabinoide que se liga de
forma ortostérica a estes recetores (Silver 2019), enquanto o CBD tem um mecanismo de
acao mais complexo (Machado et al. 2011), podendo agir como um antagonista alostérico ndo
competitivo destes recetores (Gamble et al. 2018). O CBD pode atuar como um agonista
indireto de ambos os recetores, como antagonista direto do recetor CB1, ou como agonista
parcial ou modulador alostérico negativo do recetor CB2. Uma vez que a agdo agonista parcial
depende da expresséao do recetor, e da densidade e atividade tonica do sistema, a atividade
do CBD pode variar consoante o tipo de tecido e as diferentes condigfes a que esta sujeito
(Mlost et al. 2020).

Alguma evidéncia aponta para o facto de CBD derivado da planta completa ser mais
eficaz do que CBD altamente purificado ou sintetizado, 0 que sugere que outros canabinoides

ou terpenos podem ter um efeito sinérgico ou aditivo com o de CBD (Deabold et al. 2019).
3.4. Farmacocinética

Os canabinoides sao facilmente absorvidos devido as suas propriedades hidrofébicas
e lipossoluveis (Miranda-Cortés et al. 2023), tendo sido demonstrado uma absorcgéo 4 vezes
maior quando consumidos com comida, € uma concentracdo maxima 14 vezes superior.

Comparativamente a um estudo realizado com administracdo de CBD em liquido, a
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concentracdo maxima mostrou-se muito mais elevada quando o CBD foi administrado em
capsulas (Birnbaum et al. 2019). Um estudo administrou 5 mg/kg de CBD em 9 gatos, em
jejum e alimentados, e concluiu que este deveria ser administrado pouco tempo apds uma
refeicdo (Jukier et al. 2023). Em contrapartida, a sua natureza lipofilica leva a uma maior
acumulacdo a longo-prazo em tecidos e a sua toxicidade pode ser uma preocupacéao (Greb
and Puschner 2018, De Briyne et al. 2021, Yu and Rupasinghe 2021). Um estudo observou
uma grande variabilidade das propriedades farmacocinéticas entre individuos da mesma
espécie, suspeitando-se que se devesse a diferenca de condi¢do corporal entre 0s mesmos.
Servindo a gordura como um reservatério para a substancia em estudo, a variabilidade na

condicado corporal levou a diferente acumulacdo de CBD no tecido (Rozental et al. 2023).

Apébs a chegada dos canabinoides a corrente sanguinea, ligam-se a lipoproteinas,
albumina e eritrécitos e, apos se acoplar aos recetores CB1 e CB2, os seus efeitos podem ser
observados de 0,5 a 2 horas ap0s a administragédo. Estas substancias podem acumular-se no
tecido adiposo, no figado, pulm®es, baco, cérebro e musculos e continuar a sua libertacéo
mesmo apos a reducgdo rapida dos seus niveis plasmaticos. Derivados naturais como o0 19-
THC sdo metabolizados por hidroxilacdo, descarboxilagdo e conjugagdo hepética por
isoenzimas CYP2C do citocromo P450, e também por tecidos extra-hepéaticos como o
intestino e os pulmdes. Sabe-se que o0 CBD e o THC interferem com a atividade de varias
familias enziméaticas do citocromo P450, podendo levar ao aumento dos niveis séricos de
outros farmacos administrados em concomitancia. A excre¢do destes compostos da-se por

eliminacéo fecal e biliar (Miranda-Cortés et al. 2023).

Comparando diferentes técnicas de administracdo, a administragdo oral de CBD
permitiu atingir os maiores valores de concentracdo méaxima sistémica (Yu and Rupasinghe
2021). No entanto, devido a um efeito de primeira passagem extenso no figado, a sua
biodisponibilidade é reduzida (Birnbaum et al. 2019, De Briyne et al. 2021, Yu and Rupasinghe
2021, Miranda-Cortés et al. 2023).

Alguns parametros farmacocinéticos mostraram diferencas significativas entre o cdo e
0 gato (Yu and Rupasinghe 2021, Miranda-Cortés et al. 2023). No cdo demora 1,4 horas a
atingir concentragdo maxima e no gato 2 horas, e 0 gato apresenta concentracdes séricas
inferiores comparativamente ao cdo (Deabold et al. 2019). Isto sugere a necessidade de

recomendacdes de doses diferentes para ambas as espécies (Yu and Rupasinghe 2021).

Resultados farmacocinéticos geralmente indicam que o CBD é uma substancia segura,
no entanto, este podera possuir efeitos imunossupressores que, embora terapéuticos para
doencas autoimunes, podera constituir um risco para animais imunocomprometidos (Yu and
Rupasinghe 2021).
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3.5. Acéao Terapéutica

A industria do canabidiol tem vindo a aumentar exponencialmente, com detentores a
recorrer cada vez mais a produtos que contém canabinoides, procurando beneficios
terapéuticos para os seus animais de companhia (Greb and Puschner 2018). O canabidiol é
um composto natural seguro e bem tolerado (Mlost et al. 2020) que, em doses baixas, possui
efeitos antioxidantes, anti-inflamatoérios e neuroprotetores que promovem a saude (Iffland et
al. 2017). O uso terapéutico do CBD tem varias areas de interesse homeadamente a dor,
condicBes respiratérias e cardiovasculares, doencas imunomediadas, epilepsia e alergias

inflamatorias (De Briyne et al. 2021).
3.5.1. Analgésico

Varios ensaios clinicos e estudos em diversos modelos animais demostraram o efeito
analgésico do CBD, podendo os seus efeitos variar consoante a sua dose e a sua via de
administracdo (Mlost et al. 2020). Animais de companhia experienciam diversos tipos de dor:
aguda, crénica, oncoldgica e neuropatica (Yu and Rupasinghe 2021). Suspeita-se que as
propriedades lipofilicas dos canabinoides permita-lhes atravessar a barreira hematoencefélica
e, consequentemente, proporcionar analgesia (Miranda-Cortés et al. 2023). Os
endocanabinoides enddgenos AEA e 2-AG sdo um dos primeiros grupos a responder a uma
lesdo tecidual. AEA suprime a dor por varios mecanismos: ao ativar recetores CB1 para inibir
a sinalizacdo da dor na sinapse, ao ser transformada por COX-2 em prostamidas aliviantes
da dor, e ao ativar outros recetores como o CB2 e consequentemente interferir com a
inflamacao. 2-AG esta envolvida na modulacao descendente da dor durante stress agudo (Yu
and Rupasinghe 2021, Miranda-Cortés et al. 2023). No entanto, ainda surgem questdes
acerca do mecanismo de controlo da dor por canabinoides, uma vez que ndo ha a certeza se
0s seus efeitos se devem aos efeitos agonistas nos recetores CB1 e CB2, se pela interacéo
com moduladores e inibicdo de neurotransmissores e péptidos opioides enddégenos
envolvidos na modulagédo da dor em caes e gatos (Miranda-Cortés et al. 2023). Suspeita-se
que os recetores VR1 e de glicina também possam contribuir para este efeito analgésico (Greb
and Puschner 2018, Britch et al. 2020). Estudos direcionados para o controlo de dor crénica
em animais de companhia sdo, maioritariamente, relacionados com osteoartrite, onde caes
se mostraram mais confortaveis e ativos apos administracdo de um extrato de canhamo rico
em CBD (Gamble et al. 2018).

3.5.2. Anti-inflamatoério
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Sob condi¢Bes normais, inflamac&o é um mecanismo protetor crucial para o processo
de cicatrizacdo, no entanto, em condi¢des patoldgicas, pode causar dor cronica através da

ativacao de neurénios sensoriais (Mlost et al. 2020).

O CBD atenua a inflamagéo ao suprimir citoquinas e quimioquinas pré-inflamatérias
como TNF-a, GM-CSF, IFN-y, e IL-6 (Yu and Rupasinghe 2021), ao estimular a producgéo de
IL-10, uma citoquina anti-inflamatéria (Silver 2019, Verrico et al. 2020), ao limitar a infiltracéo
de células imunitérias, ao induzir a apoptose de células T, ao inibir a proliferacéo de células T
efetoras, e ao promover a proliferagéo de células T reguladoras (Rieder et al. 2010, Yu and
Rupasinghe 2021). Contrariamente, Britch et al. (2020) mostrou que o CBD reduzia os niveis
de IL-10 e aumentava os niveis de IL-6. Um grupo de investigadores mostrou ainda que o
CBD, em concentracdes 6timas, despoleta a apoptose de linfécitos T CD4+ e CD8+ de uma
forma dependente da dose e do tempo, e que a apoptose de células imunitarias esta
relacionada com a ativagdo de recetores CB2. Desta forma, atingir estes recetores pode
mostrar-se um novo método terapéutico de doencas inflamatoérias e autoimunes (Rieder et al.
2010). Um estudo de Miragliotta et al. (2018) mostrou ainda a presenga de recetores CB1 e
CB2 em gatos com dermatite hipersensivel e em gatos saudaveis, com uma sobreexpressao
dos mesmos em gatos com dermatite, 0 que apoia a suspeita de que estes recetores estéao

envolvidos na atenuacédo da resposta cutanea alérgica.

Propriedades antimicrobianas também foram reportadas em fitocanabinoides, e
demonstraram que o CBD ¢ eficaz contra a placa bacteriana dentaria em humanos. Desta
forma, sugere-se a utilidade de fitocanabinoides na modulacdo da inflamagédo e da dor
associada a GECF (Polidoro et al. 2021). Os efeitos anti-inflamatérios do CBD ainda sao
incertos (Mlost et al. 2020) devido ao seu mecanismo complexo e muito provavelmente
multifatorial (Corsato et al. 2023) mas promissores, sendo necessarios mais estudos para

clarificar esse mecanismo (Mlost et al. 2020).
3.5.3. Outros

O SEC tem um papel intimo com a regulagdo da resposta ao stress, e estudos em
murganhos evidenciaram efeitos ansioliticos do CBD através da ativacdo dos recetores CB2
(Yu and Rupasinghe 2021), CB1, 5-HT1A (Yu and Rupasinghe 2021, Corsato et al. 2023) e
TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1). Curiosamente, a acdo ansiolitica do
canabidiol apenas se observou com doses moderadas da substancia, e ndo com niveis baixos

ou demasiado elevados (Corsato et al. 2023).

Os pacientes oncoldgicos beneficiam da administracdo de THC e CBD uma vez que
aumentam o apetite, reduzem a nausea e reduzem o0s vOmitos associados a quimioterapia

(Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018). O efeito do CBD atua através de varios
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mecanismos, nomeadamente na inibicdo da proliferacéo e na inducao da apoptose das linhas
celulares tumorais (Machado et al. 2011), inibicAo da migracdo e invasdo de células

endoteliais e inibicdo da angiogénese (Ozarowski et al. 2021).

Por ultimo, fortes evidéncias suportam o beneficio do CBD como uma substancia
anticonvulsiva (Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez 2018, Yu and Rupasinghe 2021),
havendo resultados promissores em modelos animais acerca dos efeitos antiepiléticos e
anticonvulsivos dos canabinoides (Ozarowski et al. 2021). Um estudo realizado
maioritariamente em criangas com epilepsia grave e refrataria aos tratamentos convencionais
verificou uma reducdo em 45% na frequéncia de convulsdes quando o CBD foi administrado
concomitantemente com a medicag&o convencional (Iffland et al. 2017).

3.6. Efeitos adversos

Em gatos, os estudos indicam que o CBD é uma substancia toleravel e segura, apesar
de se observarem sinais de averséo ao sabor ou ao cheiro como salivagéo e abanar a cabeca

apoés a administracdo (Deabold et al. 2019, Kulpa et al. 2021, Coelho et al. 2023).

Os efeitos adversos da administracéo de canabidiol sdo ligeiros a moderados, sendo
0S mais comuns 0s gastrointestinais, a sonoléncia e as alteracbes de apetite (Fraguas-
Sanchez and Torres-Suarez 2018, Souza et al. 2022, Corsato et al. 2023). Dois estudos
analisaram a alteracdo de parametros bioquimicos apés a administracdo de CBD em gatos
saudaveis, onde observaram a diminuicdo de BUN (Deabold et al. 2019, Rozental et al. 2023)
e de creatinina (Rozental et al. 2023). Num estudo de Ewing et al. (2019), CBD administrado
oralmente em doses de 615 mg/kg mostrou sinais de hepatotoxicidade, com aumento dos
niveis de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e bilirrubina total
sérica. Em caes tratados com CBD, observou-se o aumento da fosfatase alcalina, o que pode
ser justificado pela inducdo da metabolizacdo oxidativa mediada pelo citocromo P450, no
figado (Gamble et al. 2018, Deabold et al. 2019, Miranda-Cortés et al. 2023), especificamente
pelo citocromo P450 2C19 (Greb and Puschner 2018). Assim, 0 uso concomitante de outros
farmacos metabolizados por este mecanismo poderdo alterar a farmacocinética do CBD
(Silver 2019).

29



PARTE Ill — ENSAIO CLINICO SOBRE A AVALIACAO DO EFEITO ANTI-
INFLAMATORIO DO CANABIDIOL EM GATOS COM GENGIVOESTOMATITE
CRONICA

1. Introducéo

A GECF é uma doenca inflamatéria imunomediada grave da mucosa oral dos gatos,
com apresentacdo ulcerativa e/ou proliferativa. Trata-se de uma doenca bastante complexa
devido a sua etiopatogenia multifatorial (agentes infeciosos, fatores ambientais e outras
doencas orais), cujo principal tratamento envolve extracdes dentarias. No entanto, para além
do maneio cirdrgico, a maioria dos casos beneficia de tratamento médico a longo prazo para

controlar a inflamacao (Lee et al. 2020).

Em resposta a uma reacgéo inflamatoria aguda, os mediadores inflamatorios produzem
PFA, que podem aumentar a sua concentracao sérica — PFA positivas como AGP e SAA, ou
diminuir a sua concentracdo sérica — PFA negativas, como a albumina. Desta forma, a
avaliacdo destas proteinas poderd ser atil na monitorizagdo de tratamentos com efeito

benéfico na inflamacao (Céron et al. 2005).

Em medicina veterinaria, particularmente em animais de companhia, o uso de CBD,
um fitocanabinoide presente na planta canabis sem acado psicotropica, tem vindo a aumentar
devido as suas variadas propriedades, nomeadamente analgésicas, anti-inflamatorias,
anticonvulsivas e ansioliticas (Deabold et al. 2019). Coloca-se entéo a hipétese de que o CBD
podera contribuir de forma benéfica no controlo da inflamacao oral em gatos com GECF

considerados refratarios a outros tratamentos médicos.
2. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar a evolugcdo de trés proteinas de fase
aguda (AGP, SAA e albumina) em gatos diagnosticados com GECF, ao longo de um

tratamento de 30 dias com uma formulacao em 6leo que contém CBD.
Os objetivos especificos incluiram:

e a determinacdo das concentracdes séricas de AGP, SAA e albumina no inicio
e no final do tratamento;

e a comparacgdo das concentracdes séricas destas PFA entre dois grupos: um
grupo de casos (medicado com CBD) e um grupo controlo (medicado com

placebo).

3. Materiais e Métodos
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3.1. Desenho de estudo
Estudo randomizado duplamente cego, controlado por placebo.
3.2. Amostra

O estudo decorreu entre o dia 23 de novembro de 2022 e 1 de outubro de 2023. Todos
os animais foram atendidos pelos servicos de estomatologia e cirurgia oral do HEV-FMV da

Universidade de Lisboa.
3.2.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos todos os gatos com diagnostico de GECF tratados com extracdes
dentérias h4 mais de 3 meses e com necessidade de tratamento adjuvante para além deste

periodo.
3.2.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos todos os animais diagnosticados com outras comorbilidades ou que
desenvolveram alteracdes sistémicas ao longo do estudo, animais positivos a FeLV, e animais
com temperamento agressivo que impossibilitasse a sua manipulagao para a avaliagao clinica
e para a administracdo diaria do 6leo. Uma vez que se trata de animais com doenca moderada
a grave, e o estudo implica a administragcdo exclusiva do 6leo, foram também excluidos os
animais que ndo conseguiram terminar o desmame da medicagdo para iniciar o estudo, por

regressao acentuada dos sinais clinicos.
3.2.3. Grupos e protocolo

Foram definidos 2 grupos de acordo com o tratamento realizado. O grupo CBD
correspondeu aos animais medicados com a formulag&o contendo a substancia ativa. O grupo
PLAC correspondeu aos animais medicados com a formulacdo placebo. A formulagdo foi
idéntica em constituicdo e aspeto, diferindo apenas na incluséo da substancia ativa (o CBD)

na concentragdo de 30 mg/ml.

O grupo CBD foi medicado com uma formulagéo em 6leo de CBD na posologia de 2
mg/kg duas vezes por dia durante 30 dias, enquanto o grupo PLAC foi medicado com a

formulacdo sem a substancia ativa, durante o mesmo periodo de tempo.
3.2.4. Atribuicdo dos casos recrutados pelos grupos

A atribuicao do 6leo com ou sem CBD foi definida por um método de randomizacéo
simples, através de um site denominado random.org. Desta forma, cada animal teve 50% de

probabilidade de receber o tratamento.
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3.2.5. Consideracdes éticas

O protocolo para a realizacéo deste projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica para
a Investigagcéo e Ensino (CEIE) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de
Lisboa (Anexo 2). Todos os detentores assinaram um termo de consentimento informado a

autorizar a inclusdo do animal no estudo (Anexo 3).
3.3. Procedimentos
3.3.1. Consultas

Para a admissdo dos animais no projeto, foi recolhida a anamnese para conhecer o
estado animico, o estatuto FIV e FeLV e o estilo de vida do paciente, e procedeu-se ao seu
exame fisico e estomatoldgico, com registos fotogréaficos da cavidade oral. Foi realizado um
inquérito sobre o seu apetite e tipo de alimentacao, nivel de atividade, habitos de limpeza e
higiene, e o parecer do detentor quanto ao conforto do animal (Anexo 4). A doenca foi
estadeada com base na classificacdo SDAI (Anexo 5), e 0 peso e numero de resgates
analgésicos registados. Estes procedimentos foram realizados ao dia 0, 7, 15, 21 e 30 ap06s
inclusé@o no estudo. Aos dias 0 e 30 procedeu-se a recolha sanguinea para o doseamento das

proteinas em estudo (Tabela 1).

Tabela 1 - Procedimentos realizados semanalmente durante os 30 dias do estudo.

Inquérito Peso Regi§t_o Reco!ha
detentor + SDAI fotografico sanguinea
Dia 0 v v v v
Dia 7 v v v X
Dia 15 v v v X
Dia 21 v v v X
Dia 30 v v v v

3.3.2. Recolha de amostras sanguineas

A recolha de amostras sanguineas ocorreu no primeiro e ultimo dia do estudo, durante
a consulta de reavaliacdo, de forma assética, e consistiu na recolha de 2ml de sangue
periférico. Num tubo de heparina, foram colocados 0,5ml para o doseamento imediato da
albumina, e 1,5ml foram deixados a repousar durante 30 minutos, posteriormente
centrifugados a 7000 rotacdes por minuto durante 5 minutos, e o soro recolhido e armazenado

a -20°C para posterior doseamento.
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3.3.3. Doseamento da AGP

O doseamento da AGP realizou-se através de um kit comercial de ELISA, Cat alpha-1
acid glycoprotein (AGP) ELISA Life Diagnostics, Inc. Este consiste numa fase soélida com
anticorpos felinos purificados de AGP para a imobilizacdo, e anticorpos de AGP felinos
conjugados com peroxidase de rabano para detecdo. Apos a diluicdo de 3,2x10% vezes, e
incubacdo das amostras, as moléculas de AGP ficam presas entre os anticorpos de
imobilizacdo e detecdo. Posteriormente, é adicionado um corante TMB que lhes atribui a cor
azul na presenca da AGP. E adicionada uma solugdo de paragem que altera a cor para

amarelo, e medida a absorvancia, no espectrofotometro, a 450nm.

A concentracédo da AGP € proporcional & absorvancia e calculada a partir de uma curva
de calibracdo previamente elaborada. De forma a obter a concentragdo em upg/ml, é

multiplicada a concentracao obtida pelo seu fator de diluig&o.
3.3.4. Diluicbes seriadas da SAA

Pressupfs-se que a amostra com a maior concentragdo de AGP apresentaria 0 maior
estado inflamat6rio e, consequentemente, a maior concentragdo de SAA; e que a amostra
com menor concentracdo de AGP apresentaria 0 menor estado inflamatério e,

consequentemente, a menor concentragdo de SAA.

Desta forma, para definir o melhor fator de diluicdo para o doseamento da SAA, ou
seja, o fator de diluicdo que abrangeria todos os valores de inflamacéo da totalidade da
amostra, foram selecionadas duas amostras com valores extremos de AGP (a que possuia
maior concentracdo de AGP — Gato 1, e a que possuia menor concentracdo de AGP — Gato
2). Realizaram-se diluicGes seriadas para ambas as amostras, hum fator de 250, 500, 1000,
2000, 4000 e 8000 vezes, e procedeu-se ao doseamento da SAA das duas amostras através
do kit comercial de ELISA Cat serum amyloid A (SAA) ELISA Life Diagnostics, Inc.

3.3.5. Doseamento da SAA

O doseamento da SAA realizou-se através do kit comercial de ELISA utilizado para as
diluicbes seriadas, Cat serum amyloid A (SAA) ELISA Life Diagnostics, Inc. Este consiste, a
semelhanca do kit de AGP, numa fase sélida com anticorpos felinos purificados SAA para a
imobilizacdo, e anticorpos de SAA felinos conjugados com peroxidase de rabano para
detecdo. Para a preparacéo das amostras, foram recolhidos 20ul de cada amostra para serem
desnaturados em banho-maria a 60°C durante uma hora. Posteriormente, foram diluidos num
fator de 250 vezes e prosseguiu-se com a sua incubacédo, que leva as moléculas SAA a

ficarem presas entre os anticorpos de imobilizacdo e dete¢éo. Posteriormente, é adicionado
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um corante TMB que lhes atribui a cor azul na presenca da SAA. E adicionada uma solucg&o
de paragem que altera a cor para amarelo, e medida a absorvancia, no espectrofotometro, a
450nm.

E elaborada uma curva de calibracéo, e usada para calcular a concentracdo de SAA
proporcional a absorvancia. Posteriormente, para obter a concentracdo em pg/ml, é

multiplicada a concentracdo de SAA pelo seu fator de diluicao.
3.3.6. Doseamento da albumina

O doseamento da albumina foi realizado no laboratério de Andlises Clinicas Pf. Dr.
Braco Forte da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, e 0 método de
doseamento consiste num teste fotométrico com Verde de Bromocresol. O procedimento
envolve um reagente, o Verde de Bromocresol, que forma um complexo colorimétrico com a
albumina na presenca de pH ligeiramente acido, alterando a sua colora¢do de amarelo-verde

para verde-azul.
3.3.7. Racio AGP/Alb

O racio entre a concentracdo de AGP e a concentragdo de albumina foi calculado apés
a obtencédo dos seus valores em pg/ml e g/dl, respetivamente. O seu valor é o resultado da
divisdo da concentracdo de AGP pela concentracdo de albumina, e foi calculado para cada

animal no tempo 0 e 30. Este racio foi adaptado de Gruys et al (2006).
3.3.8. Analise estatistica

Os dados dos casos foram organizados numa folha de célculo de Microsoft Excel 2016.
Este programa foi também usado para a elaboragdo da curva de calibracdo das proteinas em

andlise e célculo das concentracdes das mesmas.

Para a estatistica inferencial foi utilizado o R 4.3.1 (R Core Team, 2023). Neste
programa recorreu-se aos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para analisar as
medi¢Oes das proteinas AGP, SAA e albumina, do racio AGP/Alb, da classificagdo SDAI e do
peso. Foi analisado o efeito do grupo, o efeito do tempo, e a interacdo entre 0 grupo e o tempo,
tendo-se usado como fator aleat6rio o animal e como variaveis fixas o grupo medicado com
placebo e o tempo ao dia 0. Utilizou-se também o coeficiente de correlacdo de Spearman para
avaliar a relacdo entre a concentracao das proteinas e a classificacdo SDAI, e entre a proteina

SAA e o racio AGP/Alb. Todos os gréficos foram elaborados neste programa.

Para toda a andlise estatistica foi considerando um intervalo de confianga de 95%,
sendo apenas os valores de p (nivel de significAncia) inferiores a 0,05 considerados

estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1. Caracterizagado da amostra

Foram incluidos 12 animais no estudo. Destes 12, 4 desistiram antes do término do
mesmo. Assim, 8 animais constituiram a amostra analisada, 4 alocados ao grupo CBD e os
outros 4 ao grupo PLAC. No total, 25% dos gatos eram fémeas (2/8) e 75% eram machos
(6/8), a sua idade média foi de 8,8 anos (média de 7 anos no grupo CBD e 10,5 anos no grupo
PLAC) e o seu peso vivo médio no momento de inclusdo no estudo de 4,6 kg (média de 5,07
kg no grupo CBD e 4,14 kg no grupo PLAC). A cada grupo pertencia 1 gato FIV positivo (1/4,
25%) e todos eram FeLV negativos (Tabela 2). Todos os gatos realizaram extra¢des dentarias

totais (7/8, 88%) ou parciais (1/8, 12%) ha mais de trés meses.

Tabela 2 - Caracterizacdo da amostra.

Animal Raca Sexo Idade (anos) Peso (kg) Estatuto FIV
1CBD SRD F 8 4,45 Negativo
2CBD SRD 8 6,83 Negativo
3CBD SRD M 8 4,87 Positivo
4CBD SRD F 4 4,12 Negativo
1PLAC SRD M 9 4,10 Positivo
2PLAC SRD M 17 4,80 Negativo
3PLAC SRD M 9 4,04 Negativo
4PLAC SRD M 8 3,62 Negativo

SDR - sem raga definida; F — feminino; M — masculino; FIV — virus da imunodeficiéncia felino.

4.2. Comparagéao entre grupos
4.2.1. Peso

A média de peso dos animais nos diferentes momentos, assim como a sua evolugdo
e comparacao encontra-se ilustrada na Tabela 3 e no Grafico 3. Nao se verificaram alteracdes
estatisticamente significativas na interagéo do grupo com o tempo em nenhum dos momentos,
no entanto, observou-se um efeito do tempo significativo, ao dia 15, com um valor de p=0,012,

representado na Tabela 5.
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Tabela 3 - Valores do Peso nos gatos medicados com CBD e com Placebo, semanalmente,
durante o tratamento.

Peso Peso

: Peso Peso Peso Média (kg) Média (kg)
Animal (kg) (k)
1 ko) T7  ke)T15  (kg)T21 T TO T30
1CBD 445 428 4,59 457 4,58
2CBD 683 6,85 6,84 6,80 6,75 5,07 5.00
3CBD 487 490 4,86 NA 482  (Opl21l)  (Dp1,13)
4CBD 412 412 NA 4,11 4,22
1PLAC 410 4,08 4,25 4,10 4,08
2PLAC 4,80 4,92 4,96 5,10 5,03 414 419
3PLAC 4,04 405 4,09 4,04 408  (Dp0,49)  (Dp0,61)
APLAC 362 3,65 3,68 3,67 3,58

Valor médio do peso apresentado por média (desvio-padrdo); TO, T7, T15, T21 e T30 — dia 0, dia 7, dia
15, dia 21 e dia 30, respetivamente; kg — unidade de quilograma; Dp - desvio-padrdo; NA — dia em que
nao foi executada a avaliacdo do animal.

Gréfico 3 - Representacédo gréfica do peso dos animais, no grupo PLAC e no grupo CBD, ao
dia 0, 7, 15, 21 e 30.
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4.2.2. Classificagcdo SDAI

A Tabela 4 e o Gréfico 4 representam a classificacdo SDAI obtida em todos os tempos,

observando-se uma diminuigdo dos seus valores tanto no grupo CBD como no grupo PLAC.
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Observaram-se diferencas estatisticamente significativas na interacao entre o grupo e o tempo

ao dia 7 e dia 15, p=0,048 e p=0,002, respetivamente (Tabela 5).

Tabela 4 - Valores da classificacdo SDAI nos gatos medicados com CBD e com Placebo,
semanalmente, durante o tratamento.

Animal STDOA' SDAIT7 SDAIT15 SDAIT21 ST%/S' MédiaTO Média T30
1CBD 11,50 1312 14,25 11,12 11
2CBD 12 13,75 15,25 14,25 13,25 11,80 11.30
3CBD 10,25 10,25 9,25 NA 10,25 (Bp1,34)  (Dp1,30)
4CBD 1350 13,75 NA 12 11
1IPLAC 2025 2025 18,50 21,25 20,50
2PLAC 7,50 7 7 7 7 16020 1750
3PLAC 16,50 15,50 15,50 15,50 1550 (Dp6,10)  (Dp 6,40)
4PLAC 20,75 20,75 20,75 20,75 20,75

Valor médio do SDAI apresentado por média (desvio-padrdo); TO, T7, T15, T21 e T30 — dia 0, dia 7, dia
15, dia 21 e dia 30, respetivamente; Dp — desvio-padrdo; NA — dia em que nao foi executada a
avaliacdo do animal.

Gréfico 4 - Representacédo gréafica da classificagcdo SDAI, no grupo PLAC e no grupo CBD, ao
dia 0, 7, 15, 21 e 30.
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Tabela 5 - Avaliacéo estatistica por GLMM do SDAI e do Peso, entre o grupo CBD e o grupo
PLAC, ao dia 0, 7, 15, 21 e 30.

GLMM

Coeficiente Erro Padréo Valor t Valor p
Peso

Intercecéo 4,139 0,559 7,408
Grupo (CBD) 0,877 0,772 1,136 0,256
Tempo (T7) 0,036 0,044 0,831 0,406
Tempo (T15) 0,106 0,044 2,435 0,012
Tempo (T21) 0,083 0,044 1,902 0,057
Tempo (T30) 0,054 0,044 1,232 0,218
CBD:T7 -0,066 0,062 -1,074 0,283
CBD:T15 -0,053 0,065 -0,819 0,413
CBD:T21 -0,063 0,065 -0,969 0,333
CBD:T30 -0,029 0,062 -0,467 0,641

SDAI

Intercecé&o 16,250 2,030 8,040
Grupo (CBD) -4,438 2,870 -1,546 0,122
Tempo (T7) -0,375 0,459 -0,817 0,414
Tempo (T15) -0,812 0,459 1,771 0,076
Tempo (T21) -0,125 0,459 -0,272 0,785
Tempo (T30) -0,312 0,459 -0,681 0,496
CBD:T7 1,281 0,649 1,975 0,048
CBD:T15 2,135 0,682 3,131 0,002
CBD:T21 0,022 0,682 0,033 0,974
CBD:T30 -0,125 0,649 -0,193 0,847

Grupo PLAC e TO utilizados como fatores fixos de referéncia; a negrito os valores de p<0,05 (resultado
estatisticamente significativo); Intercecéo — fator aleatdrio do animal; T7, T15, T21 e T30 — dia 7, dia
15, dia 21 e dia 30, respetivamente; : - interacao.

4.2.3. Concentracao de AGP

As concentragcbes de AGP obtidas encontram-se sumarizadas na Tabela 6 e
representadas no Gréfico 5. A média de todos os animais ao dia 0 foi de 477,1 ug/ml e no dia
30 de 545,8 pg/ml. No grupo CBD diminuiu de 391,7 pg/ml para 370,6 pg/ml e, no grupo PLAC,
aumentou de 562,5 pg/ml para 720,9 ug/ml. Através da andlise estatistica por GLMM,
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observou-se um efeito significativo do tempo (p<0,001) e da intera¢do do grupo CBD com o

tempo (p=0,006), na concentracdo da AGP (Tabela 11).

Tabela 6 - Concentracdo de AGP nos gatos medicados com CBD e com Placebo, antes e
depois do tratamento.

AGP (pg/ml) AGP (pg/ml) Média (ug/ml) Média (ug/ml)

Animal TO T30 T0 T30
1CBD 302 296,3
2CBD 396,6 330,2 3017 —
3CBD 638,4 602,8 (Dp 178,1) (Dp 157,9)
4CBD 229,9 253,2
1PLAC 614,8 945,6
2PLAC 352,4 340,8 5625 720,9
3PLAC 584 5431 (Dp 148,2) (Dp 335,5)
4PLAC 698,8 1054,3

Valor médio da AGP apresentado por média (desvio-padréo); AGP — alfa-1 glicoproteina acida; TO e
T30 — dia 0 e dia 30, respetivamente; pg/ml — unidade de micrograma por mililitro; Dp - desvio-padréo.

Grafico 5 - Representacgao grafica da concentragcdo da AGP, no grupo PLAC e no grupo CBD,
ao dia 0 e 30.
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4.2.4. Concentracao de SAA
4.2.4.1. Diluicdo da amostra para execugédo do Kit ELISA

Foram realizadas diluicBes seriadas com um fator de 250, 500, 1000, 2000, 4000 e
8000 vezes no Gato 1 (amostra com maior concentracdo de AGP) e no Gato 2 (amostra com
menor concentracdo de AGP). A diluicdo que melhor abrangeu os valores de absorvancia
para a medicdo de ambos os casos em simultaneo foi a de 250 vezes (Tabela 7), sendo o

fator de diluicdo usado para a medicdo de SAA em todas as amostras do presente ensaio.

Tabela 7 - Valores de absorvancia consoante as diferentes diluicdes das duas amostras de
soro com niveis extremos de inflamacao sistémica.

Amostra Diluicéo A450nm
250 3,438
500 3,284

1000 3,084
2000 2,318
4000 1,341
8000 0,554

250 0,166

500 0,136
1000 0,157
2000 0,092
4000* 0,120
8000* 0,180

A450nm — absorvancia a 450 nanémetros; *Fator de diluigdo demasiado elevado, logo, nédo se
consideraram as absorvancias correspondentes valores coerentes.

4.2.4.2. Resultados de SAA

A média de SAA na totalidade da amostra foi de 1,88 pug/ml no dia 0 e 1,66 pg/ml no
dia 30. Verificou-se uma diminuicdo da concentragcdo média de SAA de 0,96 pg/ml para 0,48
pg/ml no grupo CBD, e o seu aumento de 2,79 pug/ml para 2,84 pug/ml no grupo PLAC (Tabela
8 e Grafico 6). A analise estatistica por GLMM apresentou um efeito estatisticamente
significativo da interagdo do grupo CBD com o tempo, com um valor de p=0,026, na

concentracdo da SAA (Tabela 11).

40



Tabela 8 - Concentracdo de SAA nos gatos medicados com CBD e com Placebo, antes e
depois do tratamento.

. SAA (ug/ml) Média (ug/ml) Média (ug/ml)

Animal To SAA (ug/ml) T30 TO T30
1CBD 1,15 0,91

2CBD 1,13 0,21 0195 048
3CBD 1,37 0,24 (Dp 0,52) (Dp 0,33)
4CBD 0,19 0,57

1PLAC 3,70 3,64

2PLAC 0,13 0,19 275 284
3PLAC 3,69 3,73 (Dp 1,78) (Dp 1,77)
4PLAC 3,62 3,79

Valor médio da SAA apresentado por média (desvio-padréo); SAA — proteina sérica amildide A; TO e
T30 — dia 0 e dia 30, respetivamente; pg/ml — unidade de micrograma por mililitro; Dp - desvio-padréo.

Grafico 6 - Representacgao gréafica da concentragdo da SAA, no grupo PLAC e no grupo CBD,
ao dia 0 e 30.
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4.2.5. Concentracado de albumina

Como representado na Tabela 9 e Gréfico 7, verificou-se um aumento da média da
concentracdo de albumina tanto no grupo CBD como no grupo PLAC, no entanto, ndo se

observaram resultados significativos em nenhum dos fatores analisados (Tabela 11).
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Tabela 9 - Concentracdo de Albumina nos gatos medicados com CBD e com Placebo, antes e
depois do tratamento.

Animal Alb (g/dl) TO  Alb (g/dl) T30  Média (g/dI) TO Méd%gg’d')
1CBD 3,32 3,21

2CBD 3,58 4 3,36 3,63
3CBD 3,38 3,44 (Dp 0,17) (Dp 0,37)
4CBD 3,17 3,87

1PLAC 2,99 3,64

2PLAC 3,47 3.24 3,21 3,41
3PLAC 3,17 3.22 (Dp 0,20) (Dp 0,21)
4PLAC 3,20 3,55

Valor médio da Alb apresentado por média (desvio-padréo); Alb — albumina; TO e T30 — dia 0 e dia 30,
respetivamente; g/dl — unidade de grama por decilitro; Dp - desvio-padréo.

Grafico 7 - Representacgéo grafica da concentracdo da Alb, no grupo PLAC e no grupo CBD, ao

dia 0 e 30.
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4.2.6. Racio AGP/Alb

Calculou-se o racio entre a concentracdo da AGP e a concentragéo de albumina, cujos
valores estédo representados na Tabela 10. No grupo CBD, a média reduziu de 115,8 para

103,9 e, no grupo PLAC, aumentou de 177,4 para 207,6 (Gréfico 8). Observou-se um efeito

42



significativo do fator tempo (p=0,002) e da interacdo do grupo CBD com o tempo (p=0,002),
no valor do récio (Tabela 11).

Tabela 10 - Valores do Racio AGP/Alb nos gatos medicados com CBD e com Placebo, antes e
depois do tratamento.

Animal AGP/AIb TO  AGP/Alb T30 Média TO Média T30
1CBD 90,9 92,3

2CBD 110,8 82,5 B 1039
3CBD 188,9 175,2 (Dp 51.2) (Dp 48,8)
4CBD 72,5 65,4

1PLAC 205,6 259,8

2PLAC 101,6 105,2 177.4 207.6
3PLAC 184,2 168,6 (Dp 52.5) (Dp 87)
4PLAC 218,4 297

Valor médio do racio AGP/Alb apresentado por média (desvio-padréo); Racio AGP/Alb — racio entre
alfa-1 glicoproteina acida e a albumina; TO e T30 — dia 0 e dia 30, respetivamente; Dp - desvio-padrao.

Grafico 8 - Representacéo grafica do valor do Racio AGP/Alb, no grupo PLAC e no grupo CBD,

ao dia 0 e 30.
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Tabela 11 - Avaliacéo estatistica por GLMM da AGP, SAA, Albumina e Racio AGP/Alb, entre o
grupo CBD e o grupo PLAC, ao dia 0 e 30 apds tratamento.

GLMM

Coeficiente Erro Padréo Valor t Valor p
AGP
Intercecéo 562,500 85,540 6,576
Grupo (CBD) -170,790 119,970 -1,424 0,154
Tempo (T30) 158,430 46,260 3,425 <0,001
CBD:T30 -179,530 65,230 -2,752 0,006
SAA
Intercecéo 2,785 0,702 3,967
Grupo (CBD) -1,828 0,993 -1,841 0,066
Tempo (T30) 0,054 0,168 0,319 0,750
CBD:T30 -0,528 0,237 -2,225 0,026
Albumina
Intercecéo 3,208 0,120 26,633
Grupo (CBD) 0,155 0,170 0,910 0,363
Tempo (T30) 0,205 0,132 1,559 0,119
CBD:T30 0,062 0,186 0,336 0,737
Racio AGP/Alb
Intercecédo 177,444 26,374 6,728
Grupo (CBD) -61,661 37,297 -1,653 0,098
Tempo (T30) 30,204 9,838 3,070 0,002
CBD:T30 -42,111 13,911 -3,027 0,002

Grupo PLAC e TO utilizados como fatores fixos de referéncia; a negrito os valores de p<0,05 (resultado
estatisticamente significativo); Intercegéo - fator aleatério do animal; TO e T30 - dia 0 e dia 30,
respetivamente; : - interacao; AGP — alfa-1 glicoproteina acida; SAA — proteina sérica amiléide A; Alb —
albumina; Racio AGP/Alb — racio entre a alfa-1 glicoproteina acida e a albumina.

4.3. Efeitos adversos

Todos os efeitos adversos foram registados semanalmente. O efeito sonoléncia foi
relatado por 2 detentores, num gato do grupo CBD e num gato do grupo PLAC (Tabela 12).
Fezes moles apenas se observaram num gato do grupo CBD. Da totalidade da amostra, 75%

dos casos (6/8) néo relataram efeitos adversos.
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Tabela 12 - NOmero de casos que apresentaram efeitos adversos, no grupo CBD e no grupo

PLAC.
Animal Sonoléncia Fezes moles
1CBD Nao Nao
2CBD Nao Nao
3CBD Sim Sim
4CBD Nao Nao
1PLAC Nao Nao
2PLAC N&o Nao
3PLAC Sim Néo
4PLAC N&o Nao

4.4. Palatabilidade

Foi recomendada a administracéo do tratamento, preferencialmente, em conjunto com
alimento. Dos 8 animais em estudo, apenas 1 no grupo CBD e 1 no grupo PLAC ingeriram o
6leo na comida, enquanto os restantes 6 necessitaram de administracao direta oral, uma vez

gue rejeitavam a comida quando misturada com a formulacgdo (Grafico 9).

Grafico 9 - Representacéo grafica do nUmero de animais que ingeriu o 6leo com e sem comida.
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45. Desisténcias

Dos 4 animais que foram excluidos durante o estudo, 1 alocado no grupo PLAC
desistiu por regressédo dos sinais clinicos, 1 no grupo CBD foi retirado por comportamento
agressivo a manipulacdo, e os restantes 2, do grupo CBD, ndo ingeriam o alimento com o

CBD e nao permitiam a administrac&o oral forcada duas vezes ao dia (Tabela 13).
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Tabela 13 - Casos que desistiram, no grupo CBD e no grupo PLAC.

CBD PLAC Total
Regresséo de sinais clinicos 0 1 1 (25%)
Agressividade 1 0 1 (25%)
Escape a administragao 2 0 2 (50%)
Total 3 (75%) 1 (25%) 4 (100%)

4.6. Resgates analgésicos

Em toda a amostra, apenas 1 dos animais no grupo PLAC (12%, 1/8) necessitou de
resgate analgésico com buprenorfina, e nenhum dos gatos no grupo CBD recorreu a esse

resgate.

4.7. Correlagcdo entre PFA e a classificacdo SDAI

4.7.1. AGP-SDAI

Através da andlise estatistica com o coeficiente de correlagdo de Spearman, observou-
se uma correlacdo positiva moderada entre as concentracdes de AGP e as classificacbes
SDAI, com resultado estatisticamente significativo (p=0,04) (Gréfico 10 e Tabela 14).

Grafico 10 - Representacdo grafica da correlacéo entre a concentracao de AGP e a
classificagdo SDAI.
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Quanto a SAA, o Grafico 11 demonstra uma correlacdo positiva forte entre esta
proteina e a classificagdo SDAI, estatisticamente significativa (p=0,002) (Tabela 14).

Grafico 11 - Representacdo grafica da correlagdo entre a concentragdo de SAA e a
classificacdo SDAI.
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4.7.3. Albumina- SDAI

Entre a albumina e o SDAI, o teste de Spearman mostrou uma correlacdo negativa
fraca, no entanto, sem significado estatistico (Grafico 12 e Tabela 14).

Gréfico 12 - Representacéo grafica da correlacéo entre a concentracdo de Albumina e a
classificag@o SDAI.

4.00

3.754 Tempo

3.501

Alb(g/dl)

3.259

3.001 .

SDAI

4.7.4. Racio AGP/Alb-SDAI
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O Grafico 13 demonstra a relacdo que existe entre o racio AGP/AIb e a classificacéo

SDAI, tendo-se verificado uma correlacdo positiva moderada estatisticamente significativa
com um valor de p=0,03 (Tabela 14).

Gréfico 13 - Representacao grafica da correlagdo entre o Racio AGP/Alb e a classificagdo
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4.8. Correlacdo entre o Racio AGP/Alb e a SAA

Através do coeficiente de correlagdo de Spearman, verificou-se uma correlagdo
positiva forte entre os valores do racio AGP/Alb e a concentracdo de SAA, estatisticamente
significativa (p=0,002), representada pelo Grafico 14 e Tabela 14.

Grafico 14 - Representacdo grafica da correlac&o entre o Racio AGP/Alb e a concentracéo de
SAA.
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Tabela 14 - Correlacdo entre a concentracdo das proteinas e o SDAI, entre o Racio AGP/Alb e 0
SDAI, e entre a SAA e 0 Racio AGP/Alb.

COEFICIENTE DE CORRELACAO DE SPEARMAN

Rho Valor p

AGP-SDAI 0,508 0,044
SAA-SDAI 0,724 0,002
Albumina-SDAI -0,202 0,453
Racio AGP/AIb-SDAI 0,551 0,027
Réacio AGP/Alb-SAA 0,729 0,002

AGP - alfa-1 glicoproteina acida; SAA — proteina sérica amil6ide A; Alb — albumina; Racio AGP/Alb —
racio entre a alfa-1 glicoproteina acida e a albumina; Rho: coeficiente de correlac¢éo; a negrito os
valores de p<0,05 (resultado estatisticamente significativo).

5. Discussao

A presente dissertacdo de mestrado pretendeu testar a hipétese de que o CBD, um
fitocanabinoide com propriedades analgésicas e possivelmente anti-inflamatérias (Brutlag and
Hommerding 2018, Fraguas-Sanchez and Torres-Suérez 2018, Corsato et al. 2023), tem a
capacidade de reduzir a inflamagéo sistémica através da medicdo de trés proteinas de fase

aguda (AGP, SAA e albumina) em gatos com GECF, refratarios a outros tratamentos.

Para testar esta hip6tese, foi realizado um estudo prospetivo randomizado,
duplamente cego, controlado por placebo. Para a inclusdo no estudo, e avaliar o CBD como
uma substancia adjuvante ao tratamento desta doenga, os gatos foram previamente
diagnosticados com GECF tendo ja realizado extracdes dentarias parciais - no qual sédo
extraidos todos os dentes pré-molares e molares, ou totais, ha pelo menos 3 meses. Este
periodo foi definido com base na literatura conhecida como o periodo a partir do qual se
consegue efetivamente verificar beneficios da extra¢do dentéria no controlo dos sinais clinicos
da GECF (Lee et al. 2020). N&o foi realizada a distincdo de que tipo de extracao foi realizada
para os animais incluidos neste estudo. A razdo para esta escolha deveu-se a evitar uma
maior limitacdo dos casos a incluir, e também porque néo existe evidéncia na literatura de
diferenca na resposta clinica em gatos submetidos a extracdes totais ou extracdes parciais
(Jennings et al. 2015, Silva et al. 2021). A definicdo de refratabilidade a tratamentos prévios
resultou da informacéo contida nos registos clinicos ou da procura por parte de referéncia de
outros colegas de casos com historia similar. Neste caso, seria refratario o animal no qual se
verificou auséncia de resposta clinica a outros tratamentos ensaiados, no periodo de 3 meses

ou mais apoOs a realizacao das extracbes dentarias, e quando, na descontinuidade do
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tratamento em curso, se verificou uma agudizacdo dos sinais. Neste estudo foram incluidos
gatos positivos para o retrovirus FIV mas negativos para o retrovirus FeLV. Esta escolha
também resultou da atual evidéncia cientifica no qual gatos com diagnéstico de FIV nédo
evidenciaram diferencas significativas quanto a resposta ao tratamento, comparativamente a
gatos FIV e FelLV negativos, enquanto FelLV positivos mostraram uma tendéncia maior para
0 aparecimento de Ulceras da lingua e, consequentemente, para um pior prognostico (Silva et
al. 2021).

Os animais foram divididos em dois grupos, o grupo CBD e grupo PLAC. Foi fornecido
ao grupo CBD uma formulagdo em 6leo composta por 6leos vegetais, antioxidante natural,
aromatizante e CBD, este Ultimo numa concentracdo de 30 mg/ml. Ao grupo PLAC foi
fornecida uma formulacéo idéntica em composicdo e aspeto, mas sem a substancia em
estudo. Isto permitiu que, nem o autor a executar as reavaliacdes, nem o detentor, tivessem
conhecimento de que formulagéo estava a ser administrada ao animal e, desta forma, evitar
um viés na observagdo. Cada frasco possuia um codigo que o identificava como contendo o

CBD ou nao, de forma a ser realizada a distingdo aquando do término do estudo.

A amostra em estudo foi composta, totalmente, por gatos sem raca definida, o que
exclui a interferéncia da raga nesta avaliacdo, embora se desconheca qualquer predisposicao
racial para a ocorréncia desta doenca (Peralta and Carney 2019). A maioria dos animais em
estudo foram do sexo masculino (75%), sendo esta discrepancia considerada resultado do
acaso e da reduzida amostra. Healey et al. (2007), ndo observou uma diferenca significativa
da prevaléncia de GECF entre fémeas e machos. A média de idades da amostra foi de 8,8
anos (7 anos no grupo CBD e 10,5 anos no grupo PLAC), compreendidas entre os 4 e 0s 9
anos, com a excecdo de um caso no grupo PLAC com 17 anos, mas sem outras
comorbilidades. Estes valores corroboram a prevaléncia observada, principalmente, em gatos
adultos, de idade média de 8 anos, por Healey et al. (2007). Em cada grupo, um gato possuia
teste positivo para o FIV, mas ndo se considerou o envolvimento deste estado infecioso na
resposta ao tratamento. Um dos fatores de risco para a GECF é o contacto com outros animais
e acesso ao exterior, 0 que aumenta os niveis de stress e a probabilidade de exposi¢édo a
organismos infeciosos (Peralta and Carney 2019, Hussain et al. 2021). Dos 8 gatos em estudo,
5 coabitavam com dois ou mais gatos, dos quais 3 tinham acesso ao exterior, 0 que apoia a

no¢ao de que a prevaléncia de GECF est4 relacionada com o nUmero de animais coabitantes.
5.1. Efeito do CBD

O peso dos animais foi registado em todas as reavaliagbes, no entanto, apesar das
ligeiras oscilacbes em ambos 0s grupos, nao se verificou uma variacao significativa ao longo

do tempo, nem entre grupos - 20 gramas no grupo CBD e 50 gramas no grupo PLAC. Ao dia
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15, verificou-se um aumento estatisticamente significativo do peso no tempo,
independentemente do grupo a que pertenciam. Embora o grupo CBD tivesse apresentado
uma média de peso superior & do grupo PLAC, esta diferenca foi fruto do acaso e, como tal,
as variacdes entre grupos nao permitem concluir sobre qualquer efeito benéfico do CBD no
peso. Seria expectavel que, pelas suas propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias, os
gatos do grupo CBD estivessem em melhores condicbes para ingerir alimento e
consequentemente aumentar o peso. Esta auséncia de efeito pode resultar do reduzido
tamanho da amostra e do facto de o balanco do peso depender de outros fatores com
influéncia na sua evolugcdo, nomeadamente, peso inicial, diferentes niveis de gravidade da
doenca (SDAI), ou mesmo balancas diferentes (ainda que muito semelhantes). Dois gatos do
grupo CBD faltaram a uma das reavaliagbes semanais por indisponibilidade do detentor, um

ao dia 21 e outro ao dia 15, logo, nao foi registado 0 seu peso nessa semana.

A classificacdo SDAI é um método que permite classificar a gravidade da GECF de
cada animal, ao longo do tempo. Para tal, é registado o peso e realizados dois inquéritos - um
direcionado ao detentor acerca do estado animico do animal, e um direcionado ao clinico. O
altimo engloba o peso, comparativamente a Ultima visita, a avaliacdo do detentor, e a
avaliacao do clinico acerca do nivel de inflamacdo em cada regido da cavidade oral, pontuada
de 0 a 3 (Reiter et al. 2019). Todas as semanas, os detentores responderam ao inquérito e o
autor executou o registo fotografico da cavidade oral de todos os gatos para auxiliar na
classificacdo da inflamacédo. Os dois gatos que faltaram as reavaliagbes mencionados
anteriormente, e ndo registaram o peso, também nao tém registo da sua classificacdo SDAI

nas semanas correspondentes.

As variacdes de SDAI em ambos os grupos nado foram estatisticamente significativas -
de 11,8 para 11,3 no grupo CBD e de 16,2 para 15,9 no grupo PLAC, ainda que mostrassem
uma tendéncia negativa para ambos o0s grupos. No entanto, observou-se um efeito
significativo no grupo CBD aos dias 7 e 15, com coeficiente positivo, o que indica um aumento
da gravidade da doenca nas primeiras duas semanas. Esta observacdo pode ter varias
interpretacdes. Uma hipotese relaciona-se com a dificuldade em administrar o produto
oralmente, cuja administracdo for¢cada pode ter aumentado o stress dos animais e conduzir
indiretamente ao agravamento temporario da doenca (Peralta and Carney 2019, Reiter et al.
2019, Lee et al. 2020). Outra hipttese reside na formulacéo propriamente dita e nos efeitos
do CBD. Este pode néo ser, de facto, eficaz na redugéo dos sinais clinicos, seja por a dose
estudada ndo ser suficiente ou a formulagéo ndo permitir uma absorcao eficaz da substancia
ativa. A formulagdo em ¢6leo foi estudada anteriormente em gatos e encontra-se associada a
alguma variabilidade individual (Deabold et al. 2019, Coelho et al. 2023). Esta variabilidade

individual pode ter contribuido para estes resultados, uma vez que a amostra foi muito
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reduzida, com classificacdes SDAI dispares entre individuos e entre grupos. Nao foi possivel
emparelhar os grupos com base na gravidade da doenca, o que foi uma limitacdo, mais
adiante discutida. Seria interessante estudar e compreender em que medida o CBD ser&
benéfico de acordo com a gravidade do quadro clinico. Seria expectavel observar algum efeito
do CBD, uma vez que recetores canabinoides, principalmente recetores CB2, apresentaram
uma sobrexpressdo na mucosa oral de gatos com GECF, comparativamente a gatos

saudaveis (Polidoro et al. 2021).

A AGP é uma proteina de fase aguda positiva cuja concentracdo aumenta na presenca
de inflamacao sistémica e outras lesdes teciduais (Correa et al. 2001, Thalmeier et al. 2023).
Em gatos doentes, Kann et al. (2012) doseou concentracdes de 220 pg/ml a 3210 pg/ml. Nos
gatos com linfoma, Correa et al. (2001) observaram uma concentracdo média de 460 pug/ml e
Winkel et al. (2015) uma média de 832,6 pg/ml (50 pg/ml - 2825,4 ug/ml). No entanto, estes
estudos optaram por métodos de doseamento de AGP diferentes. Neste estudo, a
concentracdo média de AGP obtida foi de 477,1 pg/ml ao dia 0 e 545,8 pug/ml no dia 30,
verificando-se no global (n=8) um aumento significativo independente do grupo, e semelhante
ao anteriormente descrito (Mestrinho et al., 2020). No grupo CBD, a média de AGP diminuiu
de forma significativa ao longo do tempo, e com um coeficiente negativo de -179,5 (Tabela
11), o que indica que a concentracdo de AGP reduziu, em média, 179,5 pg/ml no grupo
medicado com CBD, suportando a hip6tese de que o CBD podera ter um efeito anti-
inflamatério na GECF. No grupo PLAC, a média aumentou de 562,5 pg/ml para 720,9 pg/ml,
o que reforca o efeito benéfico do CBD na reducéo desta proteina de fase aguda. Também
sugere que o excipiente usado, igual para ambas as formulacBes (6leos vegetais e
aromatizante) nao contribuiu para potenciar o efeito do CBD. Os 6leos vegetais séo ricos em
acidos gordos polinsaturados e, dependendo da sua composicdo em Omega-3 e outros
componentes, tém sido associados a alguns efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (Ruiz et
al. 2017).

Para a medicao da SAA através do método ELISA, foram realizadas diluicdes seriadas
para concluir qual a diluicdo mais indicada para englobar as concentragfes dos gatos em
estudo. Num trabalho de Ramalho (2019), os valores obtidos com a diluigdo inicial
aconselhada pelo protocolo verificaram-se demasiado elevados para obter leituras de
absorvancia no espectrofotémetro. No momento de elaboracéo desta dissertacao, baseado
na literatura investigada, poucos estudos indicavam concentracdes médias de SAA em gatos
com GECF (Yuki et al. 2020). Assim, através da execucao das varias diluicdes, concluiu-se
gue o fator de diluicdo de 250 vezes era o mais indicado para englobar tanto as concentracbes
mais baixas como as mais elevadas de SAA dos gatos em estudo (Tabela 7). Uma limitacédo

semelhante ocorreu na medicdo de AGP num trabalho de Mestrinho et al. (2020). Um estudo
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recente testou o kit usado para a presente dissertacao e concluiu que o fator de diluicao inicial
recomendado ndo abrangia os valores de algumas amostras e aconselhou o uso de um fator
de diluicdo de 3,2x10* vezes (Thalmeier et al. 2023). Desta forma, os autores optaram por

esse mesmo fator para a medicao da AGP.

Acerca dos valores de concentracao propriamente ditos, a SAA, também uma PFA
positiva e das mais importantes em gatos pela sua rapida resposta em variadas doencas
(Escribano et al. 2021, Rossi 2023), mostrou uma tendéncia semelhante a verificada na AGP.
Esta observacdo é, portanto, expectavel, visto que uma correlacdo positiva entre estas
proteinas ja teria sido relatada por Kajikawa et al. (1999). A média de SAA é significativamente
superior em gatos doentes tais como linfoma ou mesmo GECF (Kann et al. 2012, Winkel et
al. 2015, Yuki et al. 2020). Nos gatos com gengivoestomatite, a média obtida neste estudo
encontrou-se dentro do intervalo de valores anteriormente publicado - uma média de 1,3
pg/ml, com intervalo entre 0 pg/ml e 52,8 pg/ml (Yuki et al. 2020). Também para a
concentrac@o de SAA, verificou-se uma reducéo significativa, em média, ao longo do tempo,
no grupo CBD, com um coeficiente negativo de -0,528 (Tabela 11). Ao contrario, ho grupo
PLAC, a média da concentracdo de SAA aumentou de 2,79 pg/ml para 2,84 pg/ml. A
semelhanca do observado na AGP, estes resultados indicam que o CBD pode levar a uma
reducdo da inflamacgéo sistémica e, nos casos sem medicacdo (grupo PLAC), esta teve
tendéncia a aumentar, novamente, validando a auséncia de efeito anti-inflamatério da

formulacdo excipiente.

A albumina, contrariamente as Ultimas duas PFA, tem tendéncia a reduzir a sua
concentracdo em resposta a lesdo tecidual (Paltrinieri 2008, Cray et al. 2009). A concentragéo
obtida desta proteina encontrou-se dentro dos valores de referéncia (3,1 g/dl - 4,3 g/dl) em
todos 0s casos exceto num dos animais do grupo PLAC, que se encontrava abaixo do
intervalo de referéncia. Ainda, num animal do grupo PLAC e num do grupo CBD, a
concentracdo de albumina encontrava-se no limite inferior. Em ambos os grupos, verificou-se
um aumento da concentracdo média desta proteina, ainda que sem significado estatistico
guer na interacdo do grupo com o tempo, quer entre grupos, embora se tenha observado uma
reducdo da sua concentracgdo ligeira em 2 casos, num animal de cada grupo, ao contrario do
observado na tendéncia geral. Estes resultados ndo permitem concluir sobre qualquer efeito
do CBD nesta proteina. Esta auséncia de alterac6es pode ser resultado de outros fatores que
poderdo contribuir para as alteracbes da albumina, limitando a sua sensibilidade como
marcador de inflamagéo (Mitchell et al. 2009). O seu tempo de semivida sdo de 20 dias e n&do
responde tdo rapidamente a inflamacéao, pois depende do desvio do metabolismo hepatico
aquando da producdo de proteinas de fase aguda. Adicionalmente, a sua distribuicdo é

também um fator importante a considerar uma vez que muda rapidamente entre o0s
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compartimentos intra e extravasculares numa tentativa de equilibrar a distribuicdo global de
albumina (Roche et al. 2008).

Para além da medicao das trés proteinas mencionadas, foi também calculado um racio
com base nas concentragdes de AGP e albumina, uma PFA positiva lenta e uma PFA negativa
lenta, respetivamente. Idealmente, o racio deveria ser calculado com quatro proteinas (uma
positiva rapida, uma positiva lenta, uma negativa rapida e uma negativa lenta) (Gruys et al.
2006, Rossi 2023), no entanto, por limitagbes econémicas, 0 autor apenas realizou medi¢cdes
a trés proteinas e calculou o racio entre as proteinas lentas em estudo. Mitchell et al. (2009)
testaram 0 mesmo racio em caes com anemia hemolitica imunomediada, em conjunto com as
proteinas isoladas, embora ndo tenha encontrado associacdes significativas com as variaveis
gue estudou - o tempo de hospitalizacdo dos animais, a mortalidade, entre outras. Os racios
entre proteinas de fase aguda s@o apontados como possiveis fatores de prognéstico ainda
em estudo quer em medicina humana quer em veterinaria (Gruys et al. 2006, Mitchell et al.
2009). Neste trabalho, o racio AGP/albumina podera ser aplicAvel como marcador de

inflamacao, relacionando-se com a gravidade da doenca, que sera discutido posteriormente.

Uma vez que a AGP tem tendéncia a reduzir com a diminui¢do da inflamagéo e a
albumina tem tendéncia a aumentar, € de esperar que o racio reduza aquando do decréscimo
da inflamacéo. Ao longo do tempo, independentemente do grupo, observou-se um aumento
significativo do racio com p=0,002. No grupo CBD, o racio AGP/Alb reduziu do dia O para o
dia 30, cuja interacdo do grupo com o tempo teve um coeficiente negativo de -42,1 e um
resultado estatisticamente significativo (Tabela 11). No grupo PLAC, o racio aumentou, em
média, 30,2 unidades (Tabela 10). Estes valores indicam que o CBD teve um efeito

significativo na reducao do racio e, consequentemente, na reducao da inflamacao.

Todos os sinais clinicos que os detentores observaram durante o periodo de 30 dias
desta avaliacdo, e que ndo ocorriam antes da inclusdo no estudo, foram considerados efeitos
adversos da administracdo da formulagédo. Os efeitos adversos do CBD mencionados na
literatura s@o principalmente gastrointestinais, sonoléncia, alteracdo de apetite (Fraguas-
Sanchez and Torres-Suarez 2018, Souza et al. 2022, Corsato et al. 2023), e alteracbes de
bioquimicas hepaticas (Gamble et al. 2018, Deabold et al. 2019). Destes, os efeitos relatados
no grupo CBD foram sonoléncia e fezes moles num Unico caso. A sonoléncia permaneceu
durante os 30 dias, enquanto as fezes moles apenas ocorreram na primeira semana. No grupo
PLAC, um detentor também descreveu maior sonoléncia do que o habitual nas Ultimas trés
semanas do estudo. Dos 4 gatos submetidos a substancia, apenas um demonstrou sinais
ligeiros, o que apoia a no¢éo de que o CBD é toleravel e seguro (Kulpa et al. 2021, Coelho et

al. 2023), embora seja uma amostra muito pequena para o podermos afirmar com certeza.
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Um sinal bastante observado e transversal a quase todos 0s animais, mas que nao
podemos considerar como sendo um efeito da acdo do CBD, foi 0 aumento do stress apds
inclusdo no estudo. A maioria dos gatos (4 do grupo CBD e 3 do grupo PLAC) demonstrou
comportamentos de stress como fugir dos detentores e alguma agressividade no momento de
serem recolhidos para a transportadora para se dirigirem as reavaliacfes. Para além desse
fator de stress, dos 6 gatos que precisaram de administracao forcada do 6leo (3 do grupo
CBD e 3 do grupo PLAC), 5 (3 do grupo CBD e 2 do grupo PLAC) mostraram resisténcia e
fugiam para evitar essa mesma administragdo. Como mencionado anteriormente, o stress é
um dos fatores de risco para a GECF e as recorrentes idas ao veterinario, em conjunto com
o stress diario da administracao forcada do 6leo, pode ter influenciado os resultados das
variaveis estudadas. Desta forma, seria interessante tentar melhorar a palatabilidade deste

produto ou alterar a forma de administracdo, como por exemplo para capsulas gelatinosas.

Ainda no contexto associado ao stress verificado neste periodo, é relevante referir que
a formulacéo fornecida demonstrou possuir um sabor ou cheiro desagradavel, uma vez que a
maioria dos animais no estudo (75%, 6/8) se recusou a ingerir a comida dada pelos detentores
guando misturada com o Oleo. Foi aconselhada a administragdo do 6leo com alimento, uma
vez que a sua absorgéo é maior nessas condi¢des (Birnbaum et al. 2019), no entanto, apenas
um animal em cada grupo aceitou ingeri-lo autonomamente com comida. Kulpa et al. (2021)
verificaram sinais de aversdo ao sabor ou cheiro do CBD, como hipersalivacdo e abanar a
cabeca, no entanto, no presente trabalho, este desagrado observou-se em ambos 0s grupos,
0 que sugere uma baixa palatabilidade da formulagcdo em si e ndo apenas do canabidiol. Esta
baixa palatabilidade pode ter contribuido para um aumento do stress dos animais uma vez

gue a sua administracéo foi maioritariamente forcada, mesmo quando observada averséo.

Para além dos 8 animais recrutados, outros 4 foram incluidos no estudo, porém, a
pedido dos detentores ou por reconsideracao do autor, foram removidos antes do término do
mesmo. Um gato, inicialmente atribuido ao grupo CBD, n&o tolerava manipulacdo em
consultas e, por demonstrar comportamentos agressivos exacerbados pelo stress, impediu as
avaliacdes para o registo da classificacdo SDAI e obtencéo de registos fotograficos. Este caso
foi entdo removido por critério do autor. Dois gatos, também incluidos no grupo CBD, nao
aceitavam manipulacao por parte dos detentores para contencdo e administracéo oral forcada
duas vezes ao dia, tendo sido excluidos apds a primeira semana. Todos 0s casos tinham
indicagdo para administrar a formulagdo com alimento, no entanto, muitos ndo ingeriam
alimento com a presenca do 6leo e era necessaria administragao forcada, como se observou
nestes 2 casos. Esta mostrou-se uma limitacdo que sera mencionada posteriormente na

presente discussdo. Por fim, um gato do grupo PLAC teve de ser removido do ensaio clinico
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a pedido da detentora, as duas semanas, por exacerbamento dos sinais clinicos mesmo com

o0 resgate analgésico fornecido.

O resgate analgésico fornecido aos detentores foi buprenorfina numa dose de 0,02
mg/kg em SOS, com indicagdo para administracdo caso se observasse uma agudizacao dos
sinais clinicos, nomeadamente anorexia e vocalizagcdo/agressividade perante a apresentacao
do alimento. Da totalidade da amostra, apenas um detentor do grupo PLAC teve necessidade
de administrar o resgate analgésico. Este realizou 3 tomas da buprenorfina, a primeira ao dia
15, a segunda ao dia 24 e a ultima ao dia 29. Devido a reduzida amostra, ndo podemos
concluir que a auséncia de resgates analgésicos no grupo CBD se deve ao efeito anti-
inflamatério do CBD, no entanto, suporta a ideia de que esta substancia poderd trazer algum

beneficio para os gatos que sofrem com esta doenca.
5.2. Relacédo das PFA com a gravidade da GECF

Uma vez que a classificagdo SDAI avalia o nivel de gravidade da GECF,
maioritariamente através de parametros inflamatérios clinicos, pretendeu-se também testar
se existiria alguma associacao entre as proteinas em estudo e os valores de SDAI dos animais
recrutados. Comparou-se os valores de AGP e SAA com os de SDAI ao dia 0 e dia 30, e
ambas mostraram uma correlagdo positiva estatisticamente significativa com os valores de
SDAI. Estes resultados sugerem que existe uma associagdo significativa entre uma maior
concentracéo das PFA positivas estudadas (representativas da inflamacéo sistémica) e uma
maior gravidade dos sinais de dor oral. A SAA foi a que obteve uma relagdo mais forte com a
gravidade da doenca (rho=0,724), enquanto na AGP essa relacdo foi moderada (rho=0,508)
(Tabela 14). A SAA é considerada a maior PFA em gatos, uma vez que responde de forma
muito rapida e exacerbada durante a resposta de fase aguda (Yuki et al. 2020, Escribano et
al. 2021, Rossi 2023), o que pode justificar a sua maior relacdo com a classificacdo SDAI,

comparativamente a AGP.

Quanto a concentracdo de albumina, esta apresentou uma correla¢do negativa com o
SDAI, ou seja, conforme a sua concentracao reduziu, o SDAl aumentou. Embora ndo se tenha
verificado significado estatistico, a tendéncia observada era expectavel, considerando a
tendéncia de PFA negativas diminuirem na presenca de inflamagdo. A auséncia de
associacao podera ser resultado, ndo s6 do numero reduzido de casos, mas também dos
fatores mencionados anteriormente como o facto de ser uma proteina pouco sensivel, ja se
encontrar, maioritariamente, dentro dos valores de referéncia no inicio do estudo, e ser uma

PFA negativa lenta.

Uma vez que o SDAI é a escala utilizada para pontuar a GECF (Reiter et al. 2019), e

a SAA mostrou ter uma relagcdo forte com a mesma, a autora optou também por avaliar a
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relacdo do racio com o SDAI, testando a aplicabilidade do racio em avaliar a gravidade da
doenca. Essa relacdo foi positiva moderada (rho=0,551) e estatisticamente significativa,
concordante com as relacdes observadas anteriormente. Quanto a relagdo entre o racio e a
SAA, obteve-se uma relacéo forte (rho=0,729) estatisticamente significativa. Estudos sugerem
que a medicdo de um conjunto de PFA é mais util para a detecdo de inflamacao,
comparativamente a medicdo de uma proteina isolada, visto que estas respondem de forma
muito variavel na presenca de diferentes lesdes (Ceron et al. 2005, Kann et al. 2012). Os
valores obtidos no presente estudo suportam a ideia de que o réacio tem uma relacdo positiva
com a gravidade da doenca, no entanto, imp8em-se algumas questfes. A proteina SAA
isolada demonstrou uma rela¢éo mais forte com o SDAI do que o récio testado, no entanto é
um argumento incerto uma vez que a amostra foi muito reduzida. O acesso a kits de ensaio
para a medicdo destas proteinas € limitado e possui custos bastante elevados em medicina
veterinaria (Kann et al. 2012), o que contesta a vantagem do recurso a este racio em

comparagéo com a classificacdo SDAI atualmente usada na avaliacao clinica.
5.3. Limitacdes do estudo

O presente estudo apresentou variadas limitacdes. Primeiro, a amostra foi muito
reduzida, em parte pelo intervalo temporal para a redacdo da dissertacéo, limitado no tempo,
como pelos critérios de inclusdo e exclusdo. O facto de o estudo ser duplamente cego
conduziu a que muitos detentores se mostrassem hesitantes em descontinuar a medicagéo
atual para entrar num estudo onde existia a possibilidade de o seu animal entrar num grupo
que ndo seria medicado. O facto de ndo terem conhecimento do grupo onde seriam incluidos
também levou alguns detentores a n&o querer participar. A realizacdo de reavaliagbes
semanais reduziu a amostra para gatos com detentores com disponibilidade para se dirigirem
ao HEV-FMV com frequéncia. O paciente em si, para realizar as multiplas visitas ao HEV-
FMV, carecia de um temperamento docil para permitir as manipulacdes e avaliagfes

constantes da cavidade oral, o que levou também a exclusdo de alguns casos.

Quanto a classificacao SDAI, esta é composta pelo inquérito aos detentores e pela
avaliacdo do clinico observador. O inquérito aos detentores estd submetido a subjetividade
da pessoa que esta a avaliar, podendo ser influenciado pela expectativa de cada detentor.
Alguns casos admitiram, apés inclusdao no estudo, estarem mais atentos as questfes
colocadas e ndo saber distinguir se o que estavam a relatar era, de facto, algo novo. Para
além disso, o questionario é referente ao estado do animal pré-doenca, e alguns detentores
ndo tinham termo de comparacdo para responder ao inquérito, uma vez que adotaram o
animal j& com a doenga presente. A avaliagdo clinica foi realizada sempre pelo mesmo

observador e com a supervisdo do mesmo clinico, no entanto, esta sempre presente alguma
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subjetividade. Ainda relativamente a classificacdo SDAI, ndo foi possivel emparelhar casos e
controlos de acordo com o seu nivel de gravidade e, como tal, verificou-se uma diferenca
quase significativa de gravidade de sinais clinicos entre casos e controlos. Esta diferenca
dificultou a apreciacdo do efeito que se pretendia observar e, desta forma, seria importante

um emparelhamento da amostra por classificagdo SDAI em estudos futuros.

Acerca da administracdo da formulacdo, parte dos animais ingeriram o CBD com
comida, enquanto outros ingeriram sem alimento, o que pode alterar a absor¢gdo do mesmo e
0 seu efeito nos parametros avaliados. Desta forma, seria interessante realizar um estudo
semelhante com exatamente as mesmas condi¢cdes de administragdo do 6éleo, num maior

numero de individuos.
6. Conclusodes

A presente dissertacdo apresenta resultados muito preliminares, mas significativos,
permitindo sugerir que a administra¢do de uma formulag&o contendo CBD na dose de 2 mg/kg
de 12 em 12h, durante 30 dias, contribuiu para a reducéo da inflamagé&o sistémica através do
doseamento das concentracdes de AGP e SAA. Estes resultados sugerem um efeito anti-
inflamatorio benéfico do CBD para animais que, mesmo apoés extragdes dentarias, sofrem de
GECF. Reforgou também a ideia de que a SAA, a AGP e o racio AGP/Alb sdo bons
indicadores de inflamacao sistémica, positivamente associados a gravidade da doenca.

Por fim, salienta-se o elevado interesse cientifico em continuar a investigagcdo do CBD
como adjuvante terapéutico de gatos com GECF refratarios a outros tratamentos, através da

realizacdo de mais estudos e com um numero de casos mais representativo.
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ANEXOS
Anexo 1 - Certificado de participag@o na organizacdo dos cursos Soft Tissue Surgery Il e IV,

promovidos pela European School of Advanced Veterinary Studies.

L isson | sz

Para os devidos efeitos se declara que Daniela Silva participou na
organizacao dos cursos Soft Tissue Surgery Il e IV, promovidos pela
European School for Advanced Veterinary Studies que se realizaram nos
dias 19 a 23 de Junho e 11 a 15 de Setembro de 2023, respectivamente,

na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

A Daniela Silva desenvolveu um trabalho de apoio em todas as
vertentes logisticas do referido curso, assistiu a todas as suas atividades
praticas e esteve envolvida em todas as atividades formativas levadas a
cabo pelos formadores Gilles Dupé, Laurent Finji e Get ter Haar

diplomados pelo European College of Veterinary Surgeons.
O seu empenho e dedicagao foram exemplares.

A coordenadora

Lisa Mestrinho DVM, MsC, PhD, FAVD, DAVDC
Professor Auxiliar com agregacao
FMV ULisboa
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Anexo 2 — Parecer de aprovacdo da Comisséo de Etica para a Investigacéo e Ensino (CEIE)

da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

FACULDADE DE

| ) LisBon | e el SA220E e

Comissao de Etica para a

Investigagao e Ensino (CEIE)

Exma. Senhora
Professora Doutora Lisa Mestrinho
Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa, 6 de janeiro de 2023

Assunto: Avallagao projeto de investigagio — N/Ref* 002/2023

Vimos pela presente Informar V.Exa. que a CEIE, ap6s ter avallado as atividades que envolvem
manipuiacdo de animais, no ambito do projeto de investigaco “Ensalo clinico randomizado e
duplamente cego sobre o beneficio analgésico do canabidiol (CBD) em gatos com
gengivoestomatite crénica refratarios a outros tratamentos” considerou que estlo salvaguardados
0s principios éticos e de bem-estar animal exigidos pela legislaco vigente e pelo codigo de boas
praticas, pelo que aprovou a execugdo do prolocolo expenmental nas instalagbes e servigos da
FMV, conforme requerido por V.Exa.

Com os melhores cumprimentos,

Graga Ferreira Dias
Coordenadora da Comissao de Etica para a Investigagao e Ensino

Avenida da Universidade Téonica - POID Universitanc do ARo da Ajuda - 1300477 ~ PORTUGAL
® (351) 213 652 882
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Anexo 3 — Termo de consentimento informado preenchido pelos detentores para autorizar a

inclus@o dos seus animais no estudo.

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
COMISSAQ DE ETICA E BEM-ESTAR ANIMAL (CEBEA)

DECLARACAD DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, .
portadoria) oo cartdo de cidaddo n® . propristinofa) do animal de nome

, raga . idade & génern , declar
que autarizo a inclusao no esiudo inlituade Avaliagdo de trés proteinas de fase aguda em gatos com
gengivoastomatite cronica medicados com canabidiol.

Declaro am particular que:

Tomei canhecimento da elagibilidade do meu animal para a inclusio no estudo porque possul diagnastico de
gengivoestomatite cronica, uma doenca debilitanie e dolorosa, podendo assim beneficiar dos efeitos
analgésicos do farmaco em esudo.

Cue o meu animal sera tratado por um grupa di valennanios clinices priticos que desenvolvam nvesigacao
clinica e que contibuem para a melhoria da sadde animal, cudados de salde, educacdo, invesiigacio e
inovagho cientifica, aplicando todas as priticas atualmente recomendadas (investigadora responsdvel
Profiessora Doutora Lisa Mestrinha).

O CBD # uma substincia com propriedades analgésicas, aiemativa acs opidcans, que de forma emengente
tem sido usada para o ratamento da dor crdnica e poderd dessa forma awmentar a qualidade de vida do meu
anirmal, no entanio a ampliude dos beneficios analgésicos na gengivoestomatite cronica felina ainda & pouco
conhecida.

Fui devidamenie informado de que:

O objetivo do ensaio clinico consiste na avaliacio dos beneficios da aplicacio do CBD enguanin analgésico
para confralo da dor dentaria. O fratamento consste em administrar o rmaco via oral, na dose da 2mglkg. de
12 em 12h durante 30 dias.

Que o meu animal partencard ou a um grupo medicado com CBD ou & um grupo medicado com placebo, & qua
8353 informacao apenas me poderd ser formecida aguando érmmino do estudo.

Autorizo a realizacao de 2 colhedtas sanguineas na totalidade para realizacdo de andlises bioguimicas, no dia
(1 & no dia 30 apds micio do tratamento.

Compromato-me a efetuar a administracio da formula fornecida em estudo, sequndo as indicacies que me
foram explicitamente descritas @ a comparecer nas congsulias de reavaliacio aos dias 7, 15, 21, e 30 apds inicio
do iratamenin.

Detalhas do estudo foram esclanecidos por (noma) am [data)

Lisboa, de de 2023
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Anexo 4 — Questionario de classificacdo SDAI preenchido pelos detentores semanalmente

durante o decorrer do estudo (Reiter et al. 2019).

Avaliacio de trés proteinas de fase aguda em gatos com gengivoestomatite cranica
medicados com canabidiol

Questionario aos Tutores

Paciente: Tutor:

3 58 come comida em pure ou alimentado a mao.
Apetit 2 Come comida himida, mas ndo consegue comer comida seca.
etite
e 1 Come comida seca e hamida, mas em menor quantidade.
L] Come normalmente.
3 Sem interesse nas pess0as ou outros animais, passa a maioria
do tempao a dormir.
. o 3 Baixo nivel de atividade - brinca ocasionalmente quando
Nivel de Atividade estimulado por pessoas ouw oukros animais.
1 Brinca espontaneaments, mas ndo frequentemente.
L] Atividade normal - brincalhdo e ativo.
3 W30 faz grooming.
G_ruammg 2 Faz grooming ocasionalmente, mas n3o como antes.
{Limpezae - -
Higiene) 1 Faz grooming de um modo excessivo.
a0 Faz grooming normal.
Confort 0.3 Muma escala de 0 a 3, sendo 0 bastante confortavel e 3
priene i bastante doloroso, classifique o grau de conforto.

Dia 0 Data:

Apetite Nivel de atividade Groaming Confarto

Dia 7 Data:

Apetite Nivel de atividade Grooaming Confarta

Dia 15 Data:

Apetite Nivel de atividade Grooaming Confarta

Dia 21 Data:

Apetite Nivel de atividade Groaming Confarta

Dia 30 Data:

Apetite Nivel de atividade Groaming Confarto
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Anexo 5 — Questionario de classificacdo SDAI preenchido pelo clinico semanalmente durante

o decorrer do estudo (Reiter et al. 2019).

Avaliagao de trés proteinas de fase aguda em gatos com gengivoestomatite cronica
medicados com canabidiol

Paciente: Tutor:

Stomatitis disease activity index [SDAI)

SDal Dia0 | Dia 7 | Dia 15 | Dia 21 | Dia 30

Avaliagdo do tutor
Peso

Inflamat3o da mucosa bucal maxilar

Inflamat3o da mucosa bucal mandibular

Inflamag3ao da gengiva maxilar

Inflamat3o da gengiva mandibular

Inflamagao lateral dos pilares glossopalatinos

Inflamatao da glandula salivar molar

Inflamat3o na orofaringe

Inflamag3o limgual &fou sublingual

Total (maximo = 30)

o Melhoria Signiticativa
N 1 Ligeira Melhoria
Aval do Tutor
valagaa do 2 Sem alteracdo
3 Piar
n 0 Ganho >0,5kg
es0
1 Ganho 0,25-0,5
{comparado com a visita e e _Jkg
mais recente} 2 Ganho <0,25kg
3 Perda de Peszo
o Menhuma
= 1 Ligeira
Infl
amagaa 2 Moderada
3 Severa
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