TEZA DE DOCTORAT

Studii de siguranta si efectele
biologice ale unui produs pe
baza de canabidiol

(REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT)

Doctorand Andra Popescu (cas Popescu-Samrak)

Conducitor stiintific Prof. Univ. dr. loan Marcus




Rezumatul tezei de doctorat




Andra Popescu (cds. Popescu-Samrak)

INTRODUCERE

Canabidiolul (CBD) este unul dintre fitocanabinoizii non-psihoactivi extrasi din
planta Canabis spp.. Fitocanabinoidul, mai putin cunoscut, in special in comparatie cu
mult mai popularul si mult mai restrictionatul delta 9- tetrahidrocanabinol (THC), nu
pare sa provoace nicio dependenta sau alte efecte secundare similare. Acest lucru se
datoreaza, in principal, faptului cad CBD-ul nu pare sa activeze direct receptorii CB1 si
CBg, care este principalul mecanism de actiune al THC-ului (PERTWEE si colab., 2004).

n ultimii ani, canabidiolul a castigat din ce In ce mai mult teren la nivel mondial
ca molecula terapeuticd autonoma sau complementara intr-o gama larga de patologii.
Deoarece existd unele controverse referitoare la CBD si utilizarile sale, nu au fost
efectuate studii aprofundate referitoare la siguranta produsului si la utilizarile sale in
diferite patologii. De asemenea, din cauza faptului ca produsele cu canabidiol nu sunt
legale 1n toate tarile sau teritoriile din intreaga lume, cercetarea CBD nu este la fel de
usor de facut. FDA din Statele Unite ale Americii a aprobat o singura formulare de
canabidiol, Epidiolex, pentru utilizare in patologiile epilepsiei refractare la copii, cum ar
fi sindromul Lennox-Gastaut si sindromul Dravet (FASINU si colab., 2016). Organismul
european de reglementare, EMA, a acordat CBD-ului (Epidyolex) denumirea de
"medicament orfan" pentru tratamentul sindromului Lennox-Gastaut, sindromului
Dravet si sclerozei tuberoase. Pentru oricare alte patologii, CBD-ul nu a fost aprobat,
fiind astfel considerat un supliment, nu un medicament si, prin urmare, este mult mai
putin reglementat decat preparatele farmaceutice conventionale. Numeroase studii
preliminare au fost efectuate cercetand alte beneficii potentiale ale canabidiolului, care
vor fi discutate mai tarziu In aceasta teza.

Principalele probleme atat in medicina umang, cat si in cea veterinara in ceea
ce priveste aprofundarea cunostintelor referitoare la utilizarea CBD-ului sunt impartite.
Problema principala cu CBD-ul este ca multi oameni nu cunosc diferenta dintre CBD si
THC si cred ca sunt doud molecule cu aceleasi proprietati, ceea ce este, in mod clar,
gresit. Sunt doud molecule diferite, cu efecte si tinte foarte diferite. Ambele pot fi
utilizate In domeniul medicinei, totusi psihoactivitatea moleculei THC este ceea ce 1i
determina pe oameni sd aiba o alta perspectiva asupra acesteia. Legile si reglementarile
stricte la nivel mondial privind utilizarea THC-ului, dar si a produselor CBD, impiedica,
de asemenea, cercetarea ulterioard a subiectului CBD. Incet, pe masura ce tirile fac
diferenta intre cele doud molecule, au fost efectuate mai multe cercetari privind CBD-ul
si ne putem astepta la si mai multe. in medicina umana, CBD-ul este utilizat in cea mai
mare parte pentru conditiile mentionate mai sus, cu alte utilizari "off-label” care vor fi
enumerate in aceasti tezi. in medicina veterinari, utilizarea CBD-ului este mult mai
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retinutd, multi practicieni ezitdnd sa recomande utilizarea acestuia. Statele Unite ale
Americii si Canada se afld in fruntea utilizarii CBD-ului la animalele de companie, in
principal la caini. Cateva studii clinice mici, dar care au avut succes, au evidentiat la caini
utilitatea CBD-ului ca terapie independenta sau combinata in epilepsie si osteoartrita
(MCGRATH si colab., 2019; GAMBLE si colab., 2018; MEIJA si colab., 2021; LISA
MORROW si colab., 2020; FREDERICA BRIOSCHI si colab., 2020; GARCIA si colab., 2022;
HEIDRUN POTSCHKA si colab., 2022; ANDRA POPESCU si colab., 2022; MOGI si colab.,
2019), cu toate acestea, datele la pisici sunt destul de rare.

Pe masura ce legile devin mai putin stricte, proprietarii de animale de companie
sunt din ce 1n ce mai dispusi sa exploreze CBD-ul ca potential agent terapeutic pentru
animalele lor de companie, iar perceptiile proprietarilor devin din ce In ce mai deschise
ideii. Un sondaj a fost realizat de Kogan si colab. in Statele Unite si a constatat ca mai
putin de jumatate dintre medicii veterinari practicanti s-au simtit confortabil sa le
sugereze proprietarilor pacientilor folosirea CBD-ului. in plus, medicii veterinari mai
tineri au fost mai predispusi sa prescrie CBD 1n principal pentru gestionarea durerii si
epilepsiei decat medicii veterinari mai In varsta. Participantii au exprimat faptul ca
organismele de reglementare veterinard ar putea oferi mai mult sprijin In ceea ce
priveste utilizarea canabidiolului veterinar, mai ales ca legile suntinca neclare cu privire
la utilizarea CBD-ului (LORI KOGAN si colab., 2019). Un studiu similar a fost realizat in
Slovacia; cu toate acestea, a fost menit sa evalueze perspectivele proprietarului asupra
CBD-ului. 38,5% dintre respondenti dadusera sau dadeau, In momentul acela, CBD
animalelor lor de companie si majoritatea au gasit informatiile cu privire la CBD pe
internet, doar 34% dintre oameni primind informatii de la medicii veterinari. Mai mult
de jumatate dintre participantii la acest studiu au declarat ca folosesc CBD-ul ca
tratament concomitent (KATERINA TOMSIC si colab., 2022).

Majoritatea medicilor veterinari sunt de acord ca nu existd nici pe departe
suficiente cercetari privind utilizarea CBD-ului de uz veterinar si sunt necesare mai
multe studii pentru ca practicienii sa se simtd 1n siguranta prescriind CBD la animale.

Pe masura ce legile se schimbd, apar mai multe cercetari si produsele CBD devin
mai usor disponibile, medicilor veterinari le va fi mai usor sa acceseze informatii si sa
poata utiliza canabidiolul impreuna cu tratamentele conventionale in diferite patologii
pentru céini si pisici.
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SCOPURILE SI OBIECTIVELE CERCETARII

Ipoteza de lucru se bazeaza pe presupunerea ca molecula de canabidiol
poseda efecte antiepileptice si neuroprotectoare, ceea ce poate duce la utilizarea sa
concomitenta in tratarea epilepsiei canine si in neuropatia periferica indusa de
chimioterapie atat la animale, cat si la oameni.

Scopul acestei cercetari este de a testa siguranta unui produs canabidiol
romanesc, foarte concentrat, de a evalua efectele sale terapeutice potentiale in epilepsia
canina si de a vedea daca molecula este sau nu capabila sa atenueze efectele neuropatiei
periferice induse de vincristina.

Obiectivul 1

Obiectivul principal al primului studiu este de a evalua siguranta acutd a unui
produs canabidiol foarte concentrat. Acest lucru se realizeaza prin intermediul unui
studiu de toxicitate acutd in conformitate cu protocoalele OECD, completat cu analize
biochimice, histologice si hematologice. In plus, se va face o caracterizare completi a
produsului, alaturi de o analiza a metalelor grele.

Obiectivul 2

Obiectivul principal al celui de-al doilea studiu este de a evalua eficacitatea
canabidiolului in atenuarea severitdtii neuropatiei periferice induse de vincristina.
Activitatiile specifice ale acestui studiu includ analiza comportamentald a sobolanilor
prin intermediul scalei grimace de sobolan, testul Tail Flick si testele de perceptie a
durerii.

Obiectivul 3

Obiectivul principal al celui de-al treilea studiu este de a evalua eficacitatea
canabidiolului ca tratament concomitent al epilepsiei si osteoartritei la cdini.
Eficacitatea moleculei va fi evaluata cu analize radiologice, hematologice si biochimice,
precum si evaluari ale durerii cu Colorado Pain Scale.
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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza intitulata "Studii de siguranta si efecte biologice ale unui produs pe baza
de canabidiol” consta in 124 pagini scrise conform normelor actuale de editare atat la
nivel academic, cat si la nivel national. Teza de doctorat este alcatuita din doua parti,
cuprinzand 8 capitole si contine 44 figuri, 19 tabele si 208 surse bibliografice.

Prima parte a tezei de doctorat cu titlul "Stadiul actual al cunoasterii” este
structuratd in 3 capitole si acopera 43 de pagini. Aceastd parte cuprinde informatii
referitoare la canabidiol cu caile sale de sinteza si diferiti fitocanabinoizi sintetizati din
C. planta sativa (Capitolul 1). Aceasta include, de asemenea, prezentarea sistemului
endocanabinoid cu endocanabinoizii si receptorii CB1 si CB2 si interactiunile acestora in
organism, precum si farmacocinetica si farmacodinamica canabidiolului. Urmatorul
capitol cuprinde efectele canabidiolului atat in medicina umana, cat si in cea veterinara,
alaturi de datele de sigurantd pentru molecula CBD (Capitolul 2), In timp ce ultimul
capitol constd in informatii privind vincristina si neuropatia periferica indusa de
chimioterapie (Capitolul 3).

Cea de a doua parte din aceasta teza de doctorat cuprinde cercetdri originale
si este alcatuitd din 5 capitole care se intind pe 80 de pagini.

Prima parte din capitolele de cercetare originala ofera informatii cu privire la
obiectivele principale si ipoteza de lucru a tezei, precum si la obiectivele pentru fiecare
dintre urmatoarele studii. Scopul din aceasta cercetare este de a testa siguranta unui
produs pe baza de canabidiol roméanesc, foarte concentrat, pentru a evalua efectele sale
terapeutice potentiale in epilepsia canina si pentru a vedea dacd molecula este sau nu
capabild sa atenueze efectele neuropatiei periferice induse de vincristina.

Capitolul 4 contine Studiul I: Caracterizarea, analiza metalelor grele si studiul
toxicitatii acute a canabidiolului, iar scopul principal al acestui studiu a fost de a
caracteriza fitocanabinoizii si nivelurile lor In uleiul CBD, de a evalua prezenta metalelor
grele in produs si de a efectua un studiu de toxicitate acuta de 14 zile al produsului pe
sobolani. Studiul de toxicitate a inclus monitorizarea parametrilor hematologici si
biochimici, a fluctuatiilor de greutate In timpul perioadei de studiu si a histopatologiei
la sfarsitul studiului.

Capitolul 5 contine Studiul II: Canabidiolul in atenuarea neuropatiei periferice
induse de vincristina, iar obiectivul principal al acestui studiu a fost evaluarea eficacitatii
canabidiolului in atenuarea severitatii neuropatiei periferice induse de vincristina.
Diverse teste au fost efectuate pe parcursul experimentului pentru a evalua efectele
CBD-ului asupra VIPN, inclusiv teste comportamentale (Tail Flick Test, Paw Withdrawal
Test), histopatologie si imunohistochimie, hematologie si biochimie. Rat Grimace Scale-
ul a fost, de asemenea, utilizat pentru a monitoriza durerea pe tot parcursul
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experimentului.

Capitolul 6 include Studiul III: Canabidiolul in managementul epilepsiei canine
si artritei. Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a evalua eficacitatea
canabidiolului ca tratament concomitent al epilepsiei la caini. Deoarece ciinele a fost, de
asemenea, diagnosticat cu osteoartritd, s-au facut si monitorizarea oricaror modificari
ale durerii legate de artrita, precum si progresia bolii. Pacientul a fost monitorizat
zilnic pe tot parcursul experimentului prin intermediul Colorado Pain Scale si
investigatiilor paraclinice (hematologie, biochimie si radiologie), acestea fiind efectuate
la fiecare 6 luni.

Capitolul 7 prezinta concluzii generale si recomandari bazate pe rezultatele
celor 3 studii efectuate pentru aceastd teza de doctorat. Capitolul 8 rezuma
originalitatea si contributiile inovative ale tezei.

REZULTATELE CERCETARII ORIGINALE

Capitolul 4. Scopul studiului nostru de toxicologie acuta a fost de a confirma
sau infirma siguranta utilizarii produsului CBD cu spectru complet. Acest studiu este
concludent si demonstreaza ca acest produs CBD, foarte concentrat, nu prezinta
citotoxicitate acuta in vitro sau in vivo , folosit chiar si in doze foarte mari. Studiile asupra
culturilor celulare au aratat atat viabilitatea, cat si proliferarea celulara.

Studiul histopatologic post-mortem efectuat pe ficat si rinichi, precum si pe alte
organe ale diferitilor subiecti nu a aratat, printre altele, prezenta nici a depozitarii, nici
a modificarilor morfo-functionale de tip necrotic. Siguranta acuta a produsului CBD,
indiferent de doza, fara asociere cu aparitia efectelor secundare nedorite sau a
mortalitatii 1a diferitii subiecti ai studiului, a fost observata in acest studiu. De asemenea,
s-a observat ca 100% dintre subiecti au luat in greutate fara nicio modificare a starii
clinice sau a parametrilor comportamentali.

Nu a fost evidentiata mortalitate, inclusiv la doza maxima de 2000 mg / kg. Nu
a fost demonstrata toxicitate la nivel de organ prin studiul nostru la aceastd doza,
indicand astfel o siguranta relativ ridicata a utilizarii in vivo a produsului.

Capitolul 5. Acest studiu a avut ca scop evaluarea eficacitatii canabidiolului in
atenuarea severitatii neuropatiei periferice induse de vincristina.

in ceea ce priveste rezultatele obtinute, pare ci, in aceste circumstante, CBD-ul
confera un anumit nivel de neuroprotectie sobolanilor fn timpul administrarii
vincristinei. Grupul Vin + CBD a prezentat cea mai mica cantitate de pierdere in greutate
si, statistic, cel mai mic grad de durere (P = 0,049), reflexe mai rapide pentru testul de
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retragere a labei (P = 0,021) si un timp de reactie mai rapid la alcoolul glacial (P = 0,030)
decat grupurile VIN si Vin + GABA.

in ceea ce priveste greutatea corporald, pierderea in greutate a fost de asteptat
in cursul acestui experiment, din cauza administrarii vincristinei, deoarece este un efect
secundar comun. Canabidiolul a redus cantitatea de pierdere in greutate in grupul
experimental, in comparatie cu grupurile care au primit vincristina si gabapentina sau
numai vincristina.

Pentru testele comportamentale efectuate in cadrul acestui experiment,
canabidiolul amelioreaza efectele vincristinei, in comparatie cu celelalte doua grupuri
experimentale. Aceste constatari sunt similare cu cele publicate in studiile preliminare,
deoarece CBD-ul este o substanta neuroprotectoare, insa mecanismele implicate nu sunt
deocamdata clare.

Capitolul 9. Acest studiu a avut ca scop evaluarea eficacitatii canabidiolului ca
tratament concomitent al epilepsiei si osteoartritei la ciini. Pacienta noastra a avut crize
epileptice de aproximativ 3 ori in prima luna de tratament CBD, desi a fost pe o terapie
zilnica cu fenobarbital si fenitoina la 0 doza de 100 mg / animal, fiecare. Dupa prima luna
de administrare a CBD-ului, pe 1anga terapia cu fenobarbital si fenitoing, convulsiile au
fost reduse considerabil, in frecventa si in severitate. in acelasi timp, dupa 6 luni de
tratament, se observa Imbunatatirea anumitor valori biochimice, inapoi in limitele
normale. Administrarea CBD-ului a dus la scdaderea crizelor epileptiforme si la
ameliorarea durerii si contractiilor musculare asociate patologiei epilepsiei, evitind
astfel distrugerea tesutului muscular, evidentiata printr-o scadere a enzimei
creatinfosfokinazei.

Dupa ultima criza observatd in prima luna de administrare a CBD-ului, nu s-au
mai Inregistrat convulsii pe o perioada de 8 luni. Dupa 4 luni de "liniste" clinica a
epilepsiei, fenitoina a fost eliminata din tratament, deoarece hepatotoxicitatea acestui
compus este bine cunoscuta. Dupa alte 3 luni fara prezenta simptomatologiei epilepsiei,
fenobarbitalul a fost de asemenea Indepartat din tratamentul cdinelui. Aceste actiuni au
fost resimtite, in sensul ca la analiza biochimica efectuata la 3 luni dupa eliminarea
fenobarbitalului, toti parametrii biochimici au ajuns in limite normale, iar datorita
efectelor CBD-ului miorelaxant si analgezic, inclusiv leziunile musculare observate la
primele analize biochimice, nu s-au regasit In analizele efectuate ulterior. De asemenea,
au fost observate doua crize epileptice usoare, de scurta durata, la o luna si, respectiv, la
doua luni, dupa eliminarea fenobarbitalului din tratament. Acestea ar putea fi, de
asemenea, atribuite faptului ca animalul a avut anterior o "fereastra” de 4 zile in care nu
i s-a administrat niciun tratament anticonvulsiv, din cauza unei probleme cu transportul
produsului CBD. Au urmat alte 5 luni de lipsa a activitatii convulsive, punctate de o
usoara criza epileptica sincrona cu aparitia caldurii, dupa care s-a decis cresterea dozei
de CBD la 4 mg / kg greutate corporalad. De atunci, nu au mai fost Inregistrate alte crize
epileptice pana la sfarsitul studiului.
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CONCLUZII GENERALE

Capitolul 7 al tezei de doctorat prezinta concluziile generale la care s-a ajuns
ca urmare a proiectului de cercetare actual iar acestea sunt urmatoarele:

1. Produsul special de canabidiol produs de SEVA SRL, nu este contaminat cu
metale grele, iar caracterizarea se potriveste exact cu ceea ce este mentionat pe
eticheta.
2. Canabidiolul este relativ sigur si a fost bine tolerat de sobolani, chiar si in doze
foarte mari. Nu produce toxicitate in vitro sau in vivo acuta la sobolani. Experimentele
in vitro pe culturi celulare arata chiar proliferarea celulelor la concentratii mai mari.
3. Canabidiolul prezinta un grad mare de neuroprotectie intr-un model de
neuropatie periferici indusa de chimioterapie la sobolani, diminudnd durerea si
gradul de hipoalgezie. In plus, canabidiolul a diminuat incapacitatea de a simti
temperaturile scazute si a provocat o pierdere mai mica in greutate la sobolani.
4. Canabidiolul ofera efecte antiepileptice foarte bune la ciini si actioneaza ca
analgezic In durerea cronica cauzata de osteoartritd, totusi nu poate opri progresia
naturald a osteoartritei la animalele mai 1n varsta.
5. Acest produs canabidiol nu a crescut parametrii biochimici, in special AST si
ALT dupa 17 luni de utilizare zilnica, In contradictie cu ceea ce au afirmat unele articole
publicate anterior.

RECOMANDARI

In general, recomandirile mele cu privire la utilizarea canabidiolului in
medicina veterinard pentru diferite patologii, inclusiv epilepsie si osteoartritd, sunt
urmatoarele:

Canabidiolul este eficient si poate fi utilizat ca tratament conjunctiv sau
tratament independent in anumite cazuri de epilepsie la cdini, dupa Intarcarea lenta a
animalului de la medicamentele antiepileptice conventionale. Doza initiala trebuie sa fie
de 2-2,5 mg / kg si apoi poate fi crescuta treptat daca este necesar la 5-6 mg / kg.

Canabidiolul este eficient si poate fi utilizat In osteoartrita canind, unde
actioneaza atat ca analgezic, cat si ca agent antiinflamator.

Canabidiolul poate ameliora severitatea neuropatiei periferice induse de
vincristina si poate fi mai util ca tratament conjunctiv in protocoalele de chimioterapie,
in principal In medicina umana, mai degraba decat in medicina veterinara, deoarece
prevalenta VIPN in medicina veterinara este scazuta.
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Este dificil de spus cu certitudine ca toate produsele canabidiol disponibile pe
piatd sunt create In mod egal, deoarece studiile anterioare au aratat ca lipsa
reglementadrii nutraceuticelor derivate din plante duce la etichetarea si denaturarea
gresita.

Sunt necesare studii suplimentare pentru a investiga efectele benefice ale
canabidiolului la pisici, deoarece existd o deficienta severa de cercetare In acest
domeniu. Sunt necesare studii suplimentare atat la pisici, cat sila caini pentru a investiga
beneficiile suplimentare ale CBD-ului la feline si la caini.

in ceea ce priveste studiul neuropatiei, recomandarea mea este ca studiul si se
desfasoare pe o perioada cronica de timp deoarece canabidiolul este un produs derivat
din plante si necesita o perioada mai lunga de timp pentru a se acumula in sistem si
pentru a oferi efecte terapeutice.
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