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Cil studie:

Cilem této studie bylo urcit zakladni peroralni farmakokinetiku a vyhodnotit bezpecnost a
analgetickou ucinnost kanabidiolu (CBD) v olejovém zakladu u psl s osteoartrézou.

Metody:

Farmakokinetika s jednou davkou byla provedena s pouzitim dvou rliznych davek oleje obohaceného
0 CBD (2 a 8 mg/kg). Poté byla provedena randomizovana, placebem kontrolovana, zkfizend, dvojité
slepa studie (pro veterinare i majitele zvirat).

Psi dostavali oba typy terapie: CBD (2mg/kg) nebo placebo kazdych 12 hodin. Kazda terapie trvala 4
tydny s dvoutydenni promyvaci periodou.

Zakladni veterinarni zhodnoceni a vyplnéni dotaznik(l majiteli bylo provedeno pred zahajenim lécby,
avtydnu2ad.

Pti kazdé navstévé bylo provedeno biochemické, hematologické a klinické vysetfeni.

Pro vyhodnoceni vSech sledovanych proménnych byl pouzit smiSeny model analyzy, zkoumajici
zménu vychozich hodnot ve viech dalSich ¢asovych bodech, pficemz hodnota p < 0,5 byla
definovana jako vyznamna.

Vysledky:
Farmakokinetickd studie odhalila polocas eliminace 4,2 h u obou davek a nebyly pozorovany zadné
vedlejsi ucinky.

Klinicky, stupnice bolesti u psi a Hudsonovo skore aktivity prokazaly snizeni bolestivosti a zvyseni
aktivity ( p < 0,01) pfi léCbé CBD olejem. Veterinadrni vysetreni ukazalo sniZeni bolesti béhem
podavani CBD ( p < 0,02). Zadné nezadouci U¢inky nebyly hlaseny ze strany majitel(i ps@, biochemické
vysSetfeni oviem odhalilo vzestup aktivity alkalické fosfatdazy béhem poddvani CBD

(p <0,01).

Klinicky vyznam:

Tato farmakokineticka a klinicka studie naznacuje, ze 2mg/kg CBD podéavané 2x denné muze prispét
ke zvySeni komfortu a aktivity pst s OA.



uvob

Rutinni terapie nesteroidalnimi antiflogistiky (NSAID), ackoli je uc¢inna, nemusi poskytovat
dostatec¢nou ulevu od bolesti zplisobenou osteortrézou (OA) a mliZze mit nezadouci ucinky, které
vylucuji jeji pouZiti, zejména u geriatrickych pacient(l se soub&znymi onemocnénimi, jako je
onemocnéni ledvin nebo traviciho traktu (1-4). Pfi systematickém prezkozmani 35 psich modell OA a
29 klinickych studii na psech se ukazalo, Ze 1écba NSAID zpUsobovala nezadouci vedlejsi ucinky v 35

z 64 (55%) studii, nejcastéji se jednalo o gastrointestinalni pfiznaky (3).

PfestoZe jsou podporovany dalsi farmakologické latky, jako gabapentin nebo amantadin, je jen malo
dlkazl o jejich Ucinnosti u psd s chronickou nebo neuropatickou bolesti spojenou s OA.

Nedavny medicinsky zdjem o alternativni terapie a tlumeni bolesti vedl mnoho majitell k vyhledani
konopnych produktl s vysokym obsahem kanabidoidd.

Je znamo, Ze systém endokanabinoidnich receptor( hraje daleZitou roli v modulaci bolesti a
zmirfovani zanétu (5-7). Kanabinoidni receptory CB1 a CB2 jsou Siroce distribuovany v centralnim i
perifernim nervovém systému (8-10) a nachdazeji se rovnéz v synoviadlni membrané (11).

Psychotropni uc¢inky nékterych kanabinoid( vSak brani sirSimu vyzkumu jejich pouZziti jako
samostatnych latek pro ulevu od bolesti (5,12)

Kanabinoidy jsou skupinou 60 rGznych sloucenin, které se mohou nebo nemuseji vazat na CB
receptory. Jedna tfida kanabinoid(, kanabidiol (CBD), mize byt ve skutecnosti alosterickym
nekompetitivnim antagonistou CB receptord (13).

U nizsich obratlovcl je rovnéz hlaseno, Ze CBD ma rovnéz imunomodulacéni (14), antihyperalgicky
(15,16), antinociceptivni (17,18) a protizanétlivy (5,19) ucinek, coz z néj ¢ini atraktivni terapeutickou
moznost pro psy s OA.

V soucasné dobé existuje nékolik spole¢nosti, které distribuuji nutraceutika odvozend z technického
konopi, bohata na kanabinoidy pro domaci mazlicky, je vSak jen malo védeckych dikazl o jejich
ucinnosti a bezpecénosti.

Ucelem této studie bylo urit:
1) Farmakokinetiku po ordlnim podani jedné davky
2) Kratkodobou bezpecnost a

3) Ucinnost tohoto nového extraktu bohatého na CBD ve srovnani s placebem v ulevé od bolesti
u pst s OA.

Nase hypotéza byla takova, Ze adekvatni ddvkovani oleje bohatého na CBD by mélo bezpecné tlumit
bolestivost a zvySovat aktivitu u psa trpicich OA.

MATERIAL A METODY
CBD A SCHVALENi PROTOKOLU

V této studii bylo pouZit vlastni kmen technického konopi, vytazek byl ziskan pomoci etanolu a
tepelné extrakce s naslednou desikaci, vysledny produkt byl rekonstituovan v zakladu z olivového



oleje v koncentraci 10 mg/ml CBD jako rovnomérna smés CDB a karboxylové kysliny CBD (CBDa),
0,24 mg/ml tetrahydrokanabinolu (THC), 0,27 mg/ml kanabichromenu (CBC) a 0,11 mg/ml
kanabigerolu (CBG); vSechny ostatni kanabinoidy byly v koncentraci nizsi nez 0,01 mg/ml.

Analyza 5 rlznych vyrobnich cykll v komercni analytické laboratofi (MCR Laboratories, Framingham,
MA) prokazala mensi nez 9% odchylku mezi jednotlivymi SarZzemi pro vSechny z vySe uvedenych
kanabinoida.

Studie byla provedena poté, co instituce pro péci o zvifata (IACUC) Cornell University schvalila studii
podle pokyn(l pro poufZiti zvifat podle IACUC. Majitelé zvitat byli do studie zarazeni po informovaném
souhlasu v souladu s Helsinskou deklaraci.

FARMAKONIKETIKA

Pocatecni vysetieni jednordzové ordlni farmakokinetiky bylo provedeno se 4 bigly (3,5-7 let, samec
kastrovany, 10,7-11,9 kg). Kazdy pes obdrzel perorélni davku 2 mg / kg a 8 mg / kg CBD oleje s 2-
tydennim promyvacim obdobim mezi kazdym pokusem. Psi byli krmeni 2 hodiny po poddani davky.
Fyzikalni vySetfeni bylo provedeno v ¢ase 0 a po 4, 8 a 24 hodinach po podani davky. Postoj, chovani,
propriorecepce a chiize byly subjektivné hodnoceny v kazdém ¢asovém bodé béhem volného pohybu
(chlze / béh) a béhem navigace kolem standardnich dopravnich kuzelt . V ¢ase 0,0,5, 1,2, 4, 8,12 a
24 hodin po podani oleje bylo odebrano pét mililitr(i krve. Vzorky krve byly ziskdny venepunkci v.
Juguaris a preneseny do koagula¢ni zkumavky na dobu 20 minut. Vzorky byly odstfedény klinickou
centrifugou pti 3600 x g po dobu 10 min; sérum bylo separovano a uchovavano pfi-80 ° C az do
analyzy pomoci kapalinové chromatografie-hmotnostni spektrometrie (LC-MS) v laboratofi pro
hmotnostni spektrofotometrii na Colorado State University.

EXTRAKCE CBD ZE SERA PSU A ANALYZA HMOTNOSTNI SPEKTROMETRI|

CBD bylo extrahovano ze psiho séra za pouziti kombinace precipitace proteinu a extrakce kapaliny-
kapaliny za pouzZiti n-hexanu, jak bylo popsano vyse (20), s malymi modifikacemi pro ultrafiltracni
vysokotlakou kapalinovou chromatografii (UHPLC) . Stru¢né, 0,05 ml psiho séra bylo podrobeno
sraZeni bilkoviny za pfitomnosti ledové chladného acetonitrilu (80% konec¢né koncentrace),
nasyceného deuterovanym CBD jako vnitfnim standardem (0,06 mg / ml, CDB-d3 Cerilliant, Round
Rock, TX, USA). Do kazdého vzorku bylo pfidano 0,2 ml vody pred pfidanim 1,0 ml hexanu, aby se
zvysila separace fazi kapalina-kapalina. Hexanovy extrakt byl odebran a zahustén v laboratornim
dusiku az do suchého stavu. Pfed analyzou LC-MS byly vzorky resuspendovany v 0,06 ml 100%
acetonitrilu. Standardni kfivka s pouzitim analytického standardu CBD byla pfipravena pro psi sérum,
které nebylo vystaveno CBD a extrahovano viz vySe. Koncentrace kanabidiolu v séru byla
kvantifikovdna za pouZiti kombinace chromatografie a hmotnostni spektrometrie (UHPLC-QQQ-MS) s
pouzitim podobnych metod, jak bylo popsano vyse (21).

ANALYZA DAT SEROVE KONCENTRACE CBD

Z dat UHPLC-QQQ-MS byly extrahovany peaky pro CBD zjisténé v biologickych vzorcich a
normalizovany na plochu peaku interniho standardu CBD-d3, v kazdém vzorku pomoci Skyline (22) a
interniho R Scriptu (www.r-project.org). Koncentrace CBD byly vypocitany na nanogramy na ml séra,
které byly uréeny linii regrese standardni krivky (r2 = 0,9994, 0-1000 ng / ml). Pro tento test jsou
limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) predstavovany spodni limity detekce a kvantifikace
pro kazdou slouceninu v matici této studie (23, 24). Farmakokinetické proménné byly odhadnuty
pomoci nekompartmentové analyzy s vyuZitim farmakokinetického softwarového bali¢ku (PK
Solution, verze 2.0, Montrose, CO, USA).



KRITERIA ZARAZENI A VYLOUCENI PRO KLINICKE ZHODNOCENI

Studijni populace sestavala ze pst vlastnénych chovateli, ktefi byli prezentovani v Cornellské
univerzitni nemocnici pro zvitata za Gcelem vysetreni a Ié¢by kulhani zplisobeného OA. Psi byli
zvazovani k zarazeni do studie, pokud méli radiografické dikazy o OA, znamky bolesti podle
hodnoceni jejich majiteld, viditelné kulhani pfi vizualnim hodnoceni chlize a palpacni bolestivost
kloub.

U kaZzdého psa byl na pocatku proveden kompletni krevni obraz ([CBC] Bayer Advia 120, Siemens
Corp., New York, NY, USA) a biochemickd analyza séra (Hitachi 911, Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN, USA), aby byla vylou¢ena onemocnéni, kterd by mohla branit zarazeni do studie. Zvyseni hladin
alkalické fosfatazy (ALP), alaninaminotransferazy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) bylo
povoleno, jestlize pfedchozi jaterni ultrazvuk byl povazovan za normalni, s vyjimkou potencidlnich
neprogresivnich nodulll (mozna nodularni hyperplazie jater). VSichni majitelé vyplnili kratky dotaznik
s definici postizené koncetiny, doby trvani kulhdnia podavani analgetik nebo jinych [ék. VSichni psi
podstoupili radiografické vysetreni postizenych kloubd a radiolog potvrdil pfitomnost nebo
nepritomnost OA a vyloucil pfitomnost soubéZného onemocnéni, které by mohlo zabranit jejich
zarazeni (napf. lytické 1éze).

Béhem pokusu bylo psim umoznéno pfijimat pouze NSAID, rybi olej a/nebo
glukosamin/chondroitin sulfat bez jakékoli zmény téchto Iékl 4 tydny pred nebo béhem 10-tydenni
studie jako standard péce pro onemocnéni OA . Jiné pouzité analgetické Iéky, jako je gabapentin a
tramadol, byly pferuseny nejméné 2 tydny pred zarazenim. Psi byli vylouceni, pokud byl objeven
dlkaz o renalnim, nekontrolovaném endokrinnim, neurologickém nebo neoplastické m onemocnéni
nebo pokud podstupovali fyzikaIni terapii. Kazdy pes byl krmen béznou stravou bez jakychkoliv zmén
povolenych béhem pokusu.

KLINICKA ZKOUSKA

Studie byla randomizovand, placebem kontrolovand, majiteli a veterinarnimu Iékafi dvojité slep3,
zkfizena. Psi obdrzeli kazdé ze dvou oSetfeni v nahodném poradi (Randomizer iPhone Application):
CBD, 2 mg / kg kazdych 12 hodin nebo placebo (ekvivalentni objem olivového oleje s 10 dily na tisic
anyzového oleje a 5 dilli na tisic pepermintového oleje k poskytnuti podobného bylinného pachu)
kazdych 12 hodin. Kazda |écba byla podavana po dobu 4 tydnu s 2-tydennim promyvacim obdobim
mezi lééebnymi postupy. Byla odebrana krev, aby se opakovaly kompletni krevni obraz a biochemicka
analyza ve 2. a 4. tydnu pro kazdou Iécbu.

Pti kazdé navstévé byl kazdy pes hodnocen veterinafem na zakladé vyhodnocovaciho systému, ktery
byl predtim popsan (25), stejné jako svym majitelem (CBPI, Hudson(v rozsah aktivity) pred zahajenim
[éCby a ve 2. a 4. tydnu (26-28).

STATISTICKA ANALYZA

Na pocatku byla provedena power analyza, aby se stanovil pocet pst potfebnych pro tuto studii jako
zkfizeny design s vykonem 0,80 a alfa 0,05 za poufZiti pfedchazejicich udajd naznacujicich zménu
skére CBPI nebo Hudsona o ~ 15 bodu (oboustranné) se standardni odchylkou 20. Po vypoctu bylo
ustanoveno, Ze by bylo zapotrebi 14 psl k nalezeni rozdild ve sledovanych hodnotach(29).

Statisticka analyza byla provedena komercné dostupnym softwarem (JMP 12.0, Cary, NC, USA).
Vsechny prlibéZné Udaje byly hodnoceny za poufZiti Shapiro-Wilkova testu normality. Vzhledem k



tomu, Ze vétSina hodnot naseho krevniho obrazu, biochemie séra a klinického bodovani byla
normalné distribuovana, byl pro analyzu vysledk( pouZit smiSeny model, vcetné fixnich hodnot, tj.
ucinkd 1é€by, casu, poradi pridéleni |écby, pohlavi, véku, pouZiti NSAID, |écba x Cas; stejné jako
nahodnych veli¢in, které mohly ovlivnit obdobi pozorovani, aby se zohlednila hierarchickd povaha
udajl ve zkrizeném designu studie, jakoZ i opakovanych méreni u kazdého psa. Pro veterinarni
skérovani byly pouZity podobné linearni smiSené modely, ale odchylky od vychozich hodnot byly
nejprve vypocitany tak, aby se pfiblizily k normalni distribuci, aby byly spinény pfedpoklady pro
smiseny model analyzy. Zbytkova diagnostika vsech konec¢nych modelll ukazala, Ze rezidua byla
normalné rozdélena a splfiovala prfedpoklad homoscedasticity, a predpoklady byly tedy splnény.
Tento pfistup zaloZeny na statistickém modelovani umoznil adekvatni kontrolu hierarchické struktury
dat, ktera byla nutnd pfi ndvrhu zkfizeného designu, jakoz i pro provedeni snadno
interpretovatelného ¢asového zpracovani Tukeyho post-hoc srovnani, které byly nasim hlavnim
zajmem ve srovnani s fadovou logistickou regresi (30, 31). KvUli kontrole odchylek od vychozich
hodnot, a tudiz moznym rozdiliim v relativni zméné bolesti, CBPI a hodnoceni aktivity a Hudsonova
skére u psU, byla poc¢atecni CPBI nebo Hudsonova skére zahrnuta pro tyto analyzy jako kovariat.
Parové srovnani mezi casovymi body obou skupin bylo korigovano pro nékolikandsobné srovnani s
Tukeyovymi post-hoc testy, které zkoumaly interakci ¢asovych a |écebnych proménnych a vyhodnotily
rozdily mezi zménami od vychoziho stavu v jakémkoli okamziku v souvislosti s [écbou. P-hodnota
mensi nez 0,05 byla definovdna jako hranicni.

VYSLEDKY
Farmakokinetika

Farmakokinetika prokazala, Ze polocas eliminace CBD ¢inil 4,2 h (3,8-6,8 hodiny) pro davku 2 mg / kg
a 4,2 hodiny (3,8-4,8 hodiny) pro davku 8 mg / kg (tabulka 1). Primérna maximalni koncentrace CBD
oleje byla 102,3 ng / ml (60,7-132,0 ng / ml, 180 nM) a 590,8 ng / ml (389,5-904,5 ng / ml, 1,2 uM) a
byla dosaZena po 1,5 a 2 hodinach pro davku 2 i 8 mg / kg. Zadné zjevné psychoaktivni G&inky nebyly
pozorovany pfi pfi ddvce 2 a 8 mg / kg v Zddném Casovém okamZiku béhem 24 hodin. Tyto vysledky
vedly k ustanoveni davky v pribéhu klinické studie na 2 mg / kg télesné hmotnosti kazdych 12 hodin.
Zvazeno bylo i to, ze davkovani 8mg/kg je u vétsinou velkych pacientd nakladné, ¢astéjsi davkovani
nepraktické, byl by potfebny velky objem oleje, a existuji anekdotické zpravy o davkovani 0,5 az 2
mg / kg doporucené jinymi dodavateli.

Tabulka 1 Sérova farmakoniketika pfi podani jedné davky (2mg/kg a 8mg/kg) CBD u pst

Cmax (ng/mL) Tmax (h) T4/2 elim (h) AUC 0-t (ng-hr/mL) MRT (h)

DOSE (2mg/kg)

Dog 1 61 1 4.4 183 6.0
Dog 2 132 1 3.9 351 4.2

Dog 3 102 2 3.8 382 5.1

Dog 4 101 2 6.8 437 a1
Median (Range) 102 (61-132.0) 1.5(1.0-2.0) 423868 367 (183-437) 5.6 (4.2-9.1)
DOSE (8 mg/kg)

Dog 1 499 2 3.8 2,928 5.7
Dog 2 389 1 4.8 1,753 7.0
Dog 3 205 2 4.2 3,048 5.1

Dog 4 682 2 4.1 2,389 5.2
Median (Range) 591 (389-205) 2.0(1.0-2.0) 4.2 (3.8-4.8) 2,658 (1,753-3,048) 5.6(5.1-7.0)

Cmax, maximum concentration; Tmax, time of maximum concentration; T1/2 e, half-life of elimination; AUC 0-t, area under the curve (time 0-24 h); MRT, median residence time.

Psi zafazeni klinické zkousky



Bylo pfijato dvacet dva pst vlastnénych chovateli s klinicky a radiologicky potvrzenymi dlikazy o
osteoartritidé. Sestnact z téchto pst dokonéilo studii a bylo zafazeno do analyzy; jejich plemeno,
hmotnost, vék, pohlavi, vaznéji postizené koncetiny, radiografické nalezy, pouZiti nesteroidnich
protizanétlivych 1éka a sekvence [éCby jsou shrnuty v tabulce 2. Psi byli odstranéni z dlivodu
osteosarkomu v dobé zarazeni, zaludecni torze (placebo), pfedchozi problémy s agresivitou (CBD
olej), pyelonefritida / ledvinova nedostatec¢nost (CBD olej), recidivujici pododermatitida (placebo
olej) a prujem (placebo olej).

Tabulka 2 Charakteristika pst zafazenych do placebem kontrolované studie zkoumajici efekt CBD pfi
osteoartroze

Breed Weight (kg) Age (years) Sex Radiographic findings and OA localization NSAID
Rottweiler 35.3 10 FS - Moderate, intracapsular swelling with moderate osteophytosis, left stifie Carprofen
(2.1 mg/kg BID)
Mix 30.6 13 MC - Moderate-to-severe, right-shoulder osteoarthrosis; mild, left-shoulder None
osteoarthrosis
- Moderate-to-severe, bilateral hip ostecarthrosis
Mix 27.2 9 FS - Moderate medial coronoid remodeling None
(with fragrmentation on the right) and bilateral eloow ostecarthrosis
M 30.5 14 MC - Moderate enthesiopathies on right carpus; mild, left-antebrachiocarpal None
osteoarthrosis
- Bilateral moderate coxofemoral ostecarthrosis
Mix 235 10 FS - Moderate bilateral stifle ostecarthrosis and moderate intracapsular Carprofen
swelling (2.2 mg/kg)
Mix 28.1 10 FS - Moderate bilateral elbow ostecarthrosis Metacam
- Moderate left-stifle osteoarthrosis with intracapsular swelling (0.1 mg/kg
English Bulldog 252 8 MC - Severe ostecarthrosis, left elbow Carprofen
- Moderate intracapsular swelling and mild ostecarthrosis, right stifle (2mg'kg BID)
German Shorthaired Pointer 215 14 FS - Moderate bilateral elbow ostecarthrosis Carprofen
(2.4mg/kg BID)
Labrador Retriever 261 13 FS - Bilateral severe stifle ostecarthrosis due to cranial cruciate ligament Meloxicam
diseass (0.1 mg'kg SID)
Mix 18.2 13 FS - Bilateral moderate elbow osteocarthrosis and medial epicondylitis Meloxicam
(0.1 mgrkg SID)
Mix 22 9 FS - Moderate, stifle ostecarthrosis with moderate intracapsular swelling None
Bernese Mountain Dog 50 3 I - Bilateral severe elbow osteoarthritis, medial coronoid disease, and medial Carprofen
epicondylitis (2 mg/kg SID)
Belgian Malincis 251 9 FS - Severe bilateral elbow ostecarthrosis Carprofen
- Bilateral moderate hip osteoarthrosis (2mgrkg BID)
Mix 28.6 13 FS - Severe bilateral elbow ostecarthritis None
- Severe bilateral hip osteoarthritis
Border Collie 22 14 MC - Severe thoracolumbosacral ostecphytosis None
- Multifocal carpal enthesiophytes
Beagle 17.6 5 MC - Mild left elbow ostecarthrosis, with possible medial coronoid disease None

- Moderate-to-severe bilateral stifle ostecarthrosis

FS, female spayed; MC, male castrated; Mix, mixed breed; SID, once daily; BID, twice dazily.
Klinicka zkouska

Zmény CBPI a Hudsonova skére oproti vychozim hodnotam ukazaly signifikantni sniZzeni bolesti a
zvysSeni aktivity (p <0,01) ve 2. a 4. tydnu béhem lécby CBD ve srovnani s vychozim tydnem 0, zatimco
pfi této lécbé nebyly pozorovany zadné dalsi statisticky vyznamné zmény. (tabulka 3). Klasifikace
kulhani, jak byla hodnocena veterinarnimi lékafri, ukdzala narlst od vychozich hodnot s vékem (p
<0,01), zatimco uzivani NSAID (p = 0,03) sniZilo skore kulhani. Veterinarni zhodnoceni bolestivosti
prokazalo sniZzeni oproti vychozim hodnotam u psa lé¢enych NSAID(p <0,01). CBD olej vedl ke sniZeni
skére bolesti ve srovnani s vychozim bodem pfi hodnoceni jak v tydnu 2, tak v tydnu 4 (p <0,01 ap =
0,02) a pfri lécbé olejem CBD v tydnu 2 bylo skdre nizsi nez pfi lécbé placebem (p = 0,02 ) a léCbé
placebem ve 4. tydnu (p = 0,02). Zadna dalsi srovnani bolesti nebyla statisticky vyznamna. Nebyly
pozorovany zadné zmény zatézovani koncetiny, které byly hodnoceny s vyuzitim veterindrniho skére
kulhani a hodnoceni bolesti (tabulka 3).



Tabulka 3 CBPI dotaznik (Canine brief pain inventory — Dotazy na bolest a aktivitu) a Hudsonovo
skére, primeér a standardni odchylka; kulhani; skére zatéZovani a skore bolesti — median a rozmezi ve
vSech ¢asovych bodech pro CBD olej a placebo olej.

CBD oil Placebo oil

Week 0 Week 2 Week 4 Week 0 Week 2 Week 4
CBPI Pain {0-40) 21+8 14 £ 6 14 £ 8° 177 19+9 19+9
CBPI activity interference (0-60) 35+15 254 15° 26 + 147 2T £ 156 20415 3116
Hudson (0-110) 54 +£13 67 £ 15 67 + 10 65+ 14 64 + 16 60+ 19
Veterinary lameness§ 3(1-4) 3(1-4) 3(1-4) 3 (2-4) 3(2-4) 3 (1-4)
Veterinary pain [ 3(3-4) 3 (2-4) 3(1-4) 3(2-4) 3(2-4) 3 (2-4)"
Veterinary weight-bearing = 2(1-3) 2(1=3) 2(1-3) 2(1-93) 2(1-3) 2 (1-3)

*Represents significant difference {p < 0.05) from baseline week 0 of CBD treatment. **Represents significant differences (p < 0.05) from week 2 of CBD oil treatment. §L.ameness was
scored as follows: 1 = no lameness observed/walks normally, 2 = slightly lame when walling, 3 = moderately lame when walking, 4 = severely lame when walking, 5 = reluctant to rise
and will not walk more than 5 paces. _f‘ Pain on pajpation was scored as foliows: 1 = none, 2 = mild signs, dog tums head in recognition, 3 = moderate signs, dog pulls limb away, 4=
severe signs, dog vocalizes or becomes aggressive, 5 = dog will not allow palpation. =Weight-bearing was scored as follows: 1 = equal on all limbs standing and walking, 2 = normal
standing, favors affected limb when walking, 3 = partial weight-bearing standing and walking, 4 = partial weight-bearing standing, non-weight-bearing walking, 5 = non-weight-bearing
standing and waiking.

PFi kazdé navitévé byla provedena biochemicka analyza a kompletni krevni obraz (CBC). Zédna
vyznamna zména v namérenych hodnotach CBC nebyla zaznamendna ani u psi osetfovanych olejem
CBD, ani u pstli IéCenych placebem (Udaje nejsou uvedeny). Biochemické hodnoty séra nebyly rozdilné
mezi placebem a CBD olejem (tabulka 4), s vyjimkou alkalické fosfatazy (ALP), ktera se v prlibéhu ¢asu
vyznamné zvysila od vychozi hodnoty v tydnu 4 |écby olejem CBD (p <0,01); u deviti z 16 pst (obr. 1).
Glukdza byla zvysena u psU, ktefi dostavali placebovy olej v kazdém casovém bodé (p = 0,04) a
hladiny kreatininu se v pribéhu ¢asu zvysovaly u jak u psu, kterym byl podavan olej CBD, tak u psu s
placebem (p <0,01); i kdyZ vSechny hodnoty zlstaly v ramci referencnich rozmezi. Dalsi vyznamné
zmény v hodnotdch sérové biochemie byly spojeny predevsim s vékem a s uzivanim NSAID. ZvysSeni
véku bylo spojeno se signifikantné vyssi hladinou mocoviny (BUN, p <0,01), vapniku (p = 0,01),
fosforu (p <0,01), alaninaminotransferazy (ALT, p = 0,03), alkalické fosfatazy = 0,01),
gamaglutamyltransferazy (GGT, p = 0,02), globulinu (p = 0,02) a cholesterolu (p <0,01). Pouziti NSAID
bylo spojeno se signifikantné vyssi hodnotou BUN (p = 0,003) a kreatininu (p = 0,017) a vyznamnym
snizenim celkového proteinu (p <0,001) a sérového globulinu (p <0,001).



Tabulka 4 Hodnoty biochemickych parametr( séra u pst |é¢enych CBD olejem a placebem

Reference CBD il Placebo oil

Week 0 Week 2 Week 4 Week 0 Week 2 Week 4
Sodium 145-153 mEay/L 149+ 3 149 £ 2 149 + 1 149 & 1 149+ 2 149 £ 2
Potassium 4.1-6.6 mEg/L 49403 49056 49403 48 £ 04 49104 49£03
Chloride 105-116 mEg/L 110+ 3 109+3 109 + 2 110+ 2 110+ 2 110 =2
SUN 10-32 mg/dL 20+9 207 20+6 19+8 2147 19+6
Creatinine 0.8-1.4 mg/dL 1.0+ 03 1.1+ 03" 1.0+ 03" 09+03 1.0 £ 0.3 10 £ 0.3
Calcium 9.3-11.4mg/dL 10.4 £ 0.5 104 £ 04 103£04 104 £ 0.6 104 £ 04 104 =04
Phosphorus 2.9-5.2 mg/dL 38+08 39+08 3.9+06 40+ 07 39+ 06 40+ 05
Magnesium 1.4-2.2mg/dL 1.8+£02 18+ 02 1.8+ 02 1.8+ 01 1.8+ 01 18+ 01
Glucose 63-118 mgy/dL 92£9 89 x9 9Q2x9 97 % 10° 938 o7 = 10°
ALT 20-98 U/L a3+ 86 93 + 88 114 + 119 90 + 89 222 + 606 166 + 284
AST 14-51 U/L 318 33 £13 34 + 16 308 56 + 99 45 + 34
ALP 17-111 UL 160 £ 212 238 + 268 323 + 407" 204 & 287 186 + 287 175 £ 248
GGT 0-6 U/L 4+3 3+2 3+2 3+2 4+6 5+4
Bilirubin 0.0-0.2 mg/dL 01 +£041 00£01 0.1 £ 01 00£0.1 0.0+ 041 00£041
Total protein 5.3-7.0 g/dL 63+04 64 %05 63+04 83 +04 63+04 6.3 =04
Albumin 3.1-4.2 g/dL 37+02 37+02 3.7+02 37+02 37+£02 3702
Globulin 1.9-3.6 gfdL 26+03 26+ 04 26+04 26+ 04 26+04 2604
Cholesterol 138-332 mg/dL 291 £ 64 301 £ 82 302 £ 62 205+ 71 300 £ 71 308 & 83
CK 48-260 UL 148 + 81 147 £ 59 134 + 61 139 + 57 158 & 80 188 + 105

Data presented at mean + standard deviations. Astenisk (") indicates significantly different (o < 0.05) serum concentration from baseline week 0 CBD treatment, SUN , serum urea
nitrogen; ALT, alanine animotranferase; AST, aspartate animotransferase; ALF, alkaline phosphatase; GGT, gamma glutamyl transferase; CK, creatine kinase.

DISKUZE

Zatim neexistuje objektivni hodnoceni farmakokinetiky komercéné dostupného primyslového
konopného produktu pro peroraini podani u ps. Tato studie ukazala, Ze terminalni polocas
peroralniho CBD, ktery je vtomto konkrétnim pfipravku na bazi oleje nejvice zastoupenym
kanabinoidem, ¢ini od 4 do 5 hodin, coZ naznacuje, Ze byl biologicky dostupny pfi ddvkovacim rezimu
nejméné 2 mg / kg dvakrat denné. Tento polocas byl krats$i nez pfedchozi hldseni po intravendznim
(1,88-2,81 a 3,75-5,63 mg / kg) a oralnim podani (7,5-11,25 mg / kg) (32). V intravendzni studii byla
distribuce CBD rychla, a nasledovala po ni prodlouzena eliminace s termindlnim polo¢asem 9 hodin.
PFi pfedchozim zkoumani peroralni biologické dostupnosti CBD bylo zjisténo, Ze je nizka a velmi
variabilni (0-19% davky), pricemz t¥i psi nevykazovali Zddnou absorpci. To mohlo byt zplsobeno
ucinkem prvniho prichodu jater a vyrobek nebyl v olejové bazi, ale ve formé prasku v Zelatinové
kapsli, tedy s odliSnym nosi¢em (32). Po pocatecnim podani davky 2mg/kg nebyly pozorovany zadné
neurologické Gcinky, proto byla zvolena davka 8 mg / kg k posouzeni potencialnich neurologickych
ucinkd. Ndhodné preddavkovani totiz mize v klinické praxi nastat a vyssi davka by mohla byt
nezbytna, protoZe predchozi studie ukazala Spatnou absorpci. PrestoZe nasi psi byli na lacno, nosi¢em
byl olivovy olej, coZ je potravina. Absorpce mize byt v tomto pripadé vétsi a konzistentnéjsi, coz
mUze byt zplsobeno lipofilnim charakterem CBD, a proto mUze byt vyhodné podani spolu s potravou
(32, 33). Jak jiz bylo dfive prokazano, biotransformace CBD u psli zahrnuje hydroxylaci, karboxylaci a
konjugaci, coZ vede k pomérné rychlé eliminaci, coZ naznacuje ¢astéjsi davkovaci schéma (34).
Davkovaci schéma dvakrat denné bylo zvoleno vzhledem k praktické povaze tohoto davkovaciho
rezimu, i kdyz eliminace je dobrd i v rezimu davkovani tfi nebo ¢tyri davky denné. Nase nadéje
spocivala v tom, Ze lipofilni povaha CBD by umoznila ustdleny stav v pribéhu casu, a v budoucnu jsou
naléhavé potrebné studie zkoumajici farmakokinetiku 24 hodin s riznymi davkovacimi rezimy s
vétsim poctem psu a stabilni farmakokinetikou v séru, po rozsifeni 1é¢by v klinické praxi



Hlavnim cilem této studie bylo provést vlastni a veterinarni dvojité slepou, placebem kontrolovanou
zkfizenou studii, s cilem urcit ucinnost oleje CBD u psh postizenych OA. Navzdory malé velikosti
souboru, kratké dobé trvani studie a heterogenité znakl OA, skdre CBPI a Hudsonovo skére ukazalo,
Ze olej CBD zvysuje pohodli a aktivitu v domacim prostiedi u psi s OA. Navic bylo také pfiznivé
veterindrni hodnoceni bolesti. PfestoZe je tfeba uvaZovat o placebo-efektu u pacienta v dlsledku
subjektivniho hodnoceni chovatell a veterinar(i (35), zkfizeny design studie omezuje tyto
komplikace, protoze kazdy pes slouzi jako vlastni kontrola. Nas statisticky model byl kontrolovan pro
mozny Ucinek sekvence lécby. Nedostatek placebo-efektu v nasi studii mizZe byt zplsoben tim, Ze
devét z 16 vlastnikl se davérné podili na veterinarni péci, vsichni znaji placebo efekt, takZe jsou
objektivnéjsi pfi poskytovani zpétné vazby. Kromé toho doslo ke znatelnému poklesu v Hudsonové
skore a ke zvySeni skére CBPI pfi zahajeni |é¢by placebem, coz naznacuje potencialni pfenosovy
Ucinek 1écby CBD, a v budoucich studiich mlze byt indikovana delsi promyvaci perioda. Tento
prenosovy Ucinek mlze mit za nasledek urcité zlepseni pfi zahajeni écby placebem, které vymizelo
ve 4. tydnu léCby placebem, ¢imZ se zdUraznuje dileZitost dlouhodobéjsich ustalenych PK studii u
psQ.

Béhem studie nebyl zaznamenan zadny vyznamny rozdil v subjektivnim veterinarnim hodnoceni
kulhani a kapacity nosnosti. Kinetickd data byla ziskana od téchto pstli (data nejsou zobrazena), avsak
11 ze 16 pst mélo vyznamné bilateralni onemocnéni (kolen, ky¢li nebo lokt(), které v nejlepsim
pfipadé umoznily hodnotit peak vertikalni sily nebo symetrii. Jednostranné onemocnéni v kterémkoli
z vySe uvedenych kloubU by bylo idedlni pro studium kinetickych ucinkl tohoto nebo podobnych
extraktl pro Ulevu od bolesti vedouci k lepsimu objektivnimu vysledku. Populace, kterou jsme poufZili
pfi naSem vysettovdni, byla reperezentativni pro psy predvadéné v klinickém prostredi pro [écbu OA a
predstavuje typického pacienta s OA.

V soucasnosti jsou NSAID primarni Ié¢bou OA a jsou spojeny s negativnimi Ucinky na
gastrointestinalni trakt a glomerularni filtraci (2). V soucasné studii nebyly pozorovany zadné
vyznamné rozdily mezi BUN, kreatininem nebo fosforem u pst Ié¢enych CBD olejem oproti placebu,
zatimco |écba NSAID vedla k vyssi koncentraci kreatininu. Mirny vzestup kreatininu z vychozi hodnoty
byl zaznamenan v obou skupinach ve 2. a 4. tydnu, stav hydratace pst nebyl zndm; nicméné zmény v
koncentraci sodiku, alouminu a chloridu se nezménily, coZ naznacuje, ze doslo k rehydrataci a
vSechny hodnoty kreatininu z(staly v referen¢nim intervalu. ZvySena aktivita ALP je pomérné citliva
pro hepatobilidrni zmény v této vékové skupiné, ale neni specificka. ZvySena aktivita ALP,
zaznamenana u deviti psd v skupiné l1é¢ené CBD, mizZe byt uc¢inkem konopného extraktu, ktery se
pfipisuje indukci oxidativniho metabolismu jater (bylo hlaseno dfive v souvislosti s prolongovanou
expozici konopi) (36-38) zprostiedkovaného cytochromem p450. Jiné priciny cholestazy, zvysené
uvolnovani endogennich stresovych kortikosteroid(i nebo progrese regeneracni nodularni
hyperplazie jater nelze vyloucit. Bez soubézného vyznamného zvyseni ALT pfti [écbé CBD, které by
podpofilo dikaz o hepatocelularnim poskozeni, nebo biopsie jater pro dalsi objasnéni, je jeho
vyznam nejisty. V tomto pfipadé muzZe byt obezietné monitorovat hodnoty jaternich enzym
(zejména ALP), pokud psi dostavaji primyslové konopné produkty, az do zverejnéni kontrolovanych
dlouhodobych studii bezpecnosti.

Neddavny prizkum uvadi, Ze majitelé domacich zvirat schvaluji 1éCivé pripravky a produkty na bazi
konopi, diky pocitovanému zlep$eni pfiznakd onemocnéni, jelikoz konopné produkty byly stfedné az
velmi lé¢ebné ndpomocné (39). Néktera z onemocnéni, u kterych nastava zlepseni pfi konzumaci
konopi, jsou: bolest, zanét, Uzkost a fobie, gastrointestinalni problémy a pruritus (39). Jedna
imunohistochemicka studie naznacila, Ze kanabinoidy mohou chranit proti G¢inkim imunologicky
zprostredkovanych a zanétlivych alergickych poruch u pst (40), zatimco dalsi nekontrolovana studie
naznaduje, Ze CBD ma u psl antikonvulzivni a antiepileptické vlastnosti (41). Zjevny analgeticky
ucinek pramyslovych olejli na bazi konopi pozorovanych v této studii mlzZe byt zplsoben



downregulaci enzym0 cylooxygendzy, potenciace glycin-interneuronu, agonismem V1 receptorového
receptoru potencialniho kationtového receptoru (periferni nervy) a / nebo aktivaci receptoru g-
proteinu 55 (imunitni bunky), ovliviujici nociceptivni signalizaci a / nebo zanét (14, 42, 43).

Pramyslovy konopny vyrobek pouZity v této studii je patentovanym specifickym extraktem
kanabinoid(l popsanym v metodach s relativné vysokymi koncentracemi CBD a mensimi mnozstvimi
jinych kanabinoid( a malymi mnoZstvimi terpen(, které mohou mit synergické ucinky. To svédci o
tom, Ze rdzné kmeny konopi produkuji riznd mnozZstvi CBD a dalSich souvisejicich kanabinoid, které
¢ini vysledky této studie specifické pro tento primyslovy extrakt konopi, ktery se nemusi shodovat s
jinymi dostupnymi produkty kvli rozdilnym koncentracim kanabinoid{ na tomto velmi
neregulovaném trhu.

Zavérem bylo prokazano, Ze tento konkrétni produkt je biologicky dostupny u malého poctu pst
vysetfovanych v PK ¢asti této studie, a Ze psi s OA, ktefi dostavali tento prlimyslovy extrakt konopi s
vysokym obsahem CBD (2 mg / kg CBD), byli vnimani jako spokojené;jsi a aktivnéjsi. Zda se, ze nebyly
pozorovany zadné vedlejsi ucinky Iécby ani u psl pouZitych v PK studii pfi davkovani 2 a 8 mg / kg, ani
u psu, ktefi podstoupili Ié¢bu OA po dobu jednoho mésice. U nékterych psd doslo ke zvyseni aktivity
alkalické fosfatazy, coz by mohlo souviset s [é¢bou. K identifikaci dlouhodobych ucinkl primyslovych
konopi bohatych na CBD jsou potfeba dalsi, dlouhodobé studie s vétsi populaci, nicméné kratkodobé
ucinky se zdaji byt pozitivni.

AUTORSKE PRISPEVKY

L-JG byla zodpovédna za analyzu a interpretaci dat, vypracovani rukopisu a schvaleni predloZzeného
rukopisu. JB byla zodpovédna za koncepci studie a vypracovani rukopisu a jeho revize. CF byl
zodpovédny za ziskani dat a revize rukopist. WS byl zodpovédny za farmakokinetické hodnoceni a
revizi rukopisu. SM odpovidala za statistickou analyzu, analyzu dat a revizi rukopisu. LW byla
zodpovédna za laboratorni praci véetné kapalinové chromatografie-hmotnostni spektrometrie. HB
byla zodpovédna za interpretaci vysledk(l vySetreni krve a revize rukopisu. EB byla zodpovédna za
ziskdvani dat a analyzu dat. JW byl zodpovédny za koncepci studie, sledovani sbéru dat, statistickou
analyzu a Upravu rukopist.

FINANCOVANI

Spolecénost Ellevet LLC podpofila tento vyzkum grantem pro Cornell University ke studiu tohoto
produktu.

PROHLASEN{ O KONFLIKTU ZAJMU
Autoti prohlasuji, Ze vyzkum byl proveden bez obchodnich ¢i finanénich vztah(, které by mohly byt
povaZovany za potencialni stfet zajma.

Zkratky

CBD, kanabidiol; CB, kanabinoid; CBDa, karboxylova kyselina CBD; THC, tetrahydrokanabinol; CBC,
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Obrazek 1 Aktivita sérové ALP pro jednotlivé ¢asové body pro lé¢bu CBD a placebo. Ctverec
reprezentuje primér a 25. a 75. percentil a linie pfedstavuji 99. a 1. percentil.

*Indikuje signifikantni rozdil (p<0,05) od tydne 0 Iécby CBD
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