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Wplyw kannabidiolu na rytm serca, st¢zenie kortyzolu w Slinie
i czas podejscia do przeszkody w testach lekliwosci
u koni rekreacyjnych — badanie pilotazowe

Effect of cannabidiol on heart rate, salivary cortisol concentration and approach
time in fear tests in school horses — a pilot study

Streszczenie. Celem pracy byla ocena wplywu kannabidiolu (CBD) na rytm serca, st¢zenie
kortyzolu w $linie oraz czas podejscia do przeszkody u koni poddanych testom lgkliwosci.
W badaniu uwzgledniono 20 koni rasy polski kon sportowy, podzielonych na grupe badawcza
oraz kontrolna. Koniom z grupy badawczej podawano codziennie przez 21 dni CBD w ilosci
100 mg. Obie grupy byly poddane dwom testom lekliwos$ci: przed rozpoczeciem suplementacji,
w 10. 1 11. oraz 20. i 21. dniu suplementacji. Pomiar rytmu serca oraz pobranie $liny w celu
wyznaczenia st¢zenia kortyzolu w §linie, wykonano przed i po zakonczeniu kazdego testu dla
obu grup. Dodatkowo zmierzono czas podejscia do przeszkody w obu testach lekliwosci.
W badaniach nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w stg¢zeniu kortyzolu i rytmie serca
pomiedzy grupa badawcza a kontrolna. Wykazano istotne statystycznie rdznice pomig¢dzy
grupami w czasie podejscia do przeszkody w trzech badaniach. Uzyskane wyniki nie §wiadcza
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w sposob jednoznaczny o przeciwlgkowym dziataniu CBD na organizm konia, ale skrocenie
czasu podejscia do przeszkody daje podstawy do dalszych badan nad przeciwlekowym
dziataniem CBD u koni.

Stowa kluczowe: kannabidiol, konie, test lgkliwosci, suplementacja

WSTEP

Kannabidiol (CBD) jest organicznym zwigzkiem chemicznym, jednym z kannabi-
noidéow wystgpujacych w konopiach — roslinach gatunku Cannabis sativa, posiadaja-
cym wiasciwosci lecznicze oraz profilaktyczne [Zuardi 2006]. Zwigzek ten wplywa na
uktad endokannabinoidowy (ECS), ktory wystepuje u prawie wszystkich organizmow
zywych, od prymitywnych parzydetkowcow po ssaki [Pagotto i in. 2006]. Tak wczesne
pojawienie si¢ w ewolucji ECS wskazuje na jego duze znaczenie biologiczne [Silver
2019]. Sktada si¢ on z receptorow endokannabinoidowych (CBR), ktére obecne sa
w osrodkowym ukladzie nerwowym, ukladzie odporno$ciowym [Jean-Gilles i in.
2015], jak rowniez w tkankach obwodowych, gdzie odpowiadaja za zachowanie ho-
meostazy neuroimmunologicznej [Joshi i Onaivi 2019]. Uktad endokannabinoidowy
peitni wazng role w poprawie komunikacji pomi¢dzy neuronami, gdzie moduluje ak-
tywno$¢ neurondéw [Pagotto i in. 2006], bierze udzial w funkcjach fizjologicznych
takich jak powstawanie stanéw zapalnych, odczuwanie bolu, lgku, w uczeniu si¢
[Luedke i Wilhelm 2021], w regulacji bilansu energetycznego [Cota 2007], apetytu
[Jamshidi i Taylor 2001] oraz poczuciu nagrody lub satysfakcji [Gardner 2005].

W badaniach naukowych podkres$la si¢ szczegdlng role ECS w odpowiedzi na
stres przez wpltyw na o§ podwzgorze-przysadka-nadnercza. W medycynie ludzkiej
prowadzone sg szerokie badania nad oddzialywaniem CBD na uktad neurologiczny
poprzez reaktywnos$¢ na bodzce oraz poziom stresu [Schiavon i in. 2016]. Przeprowa-
dzono badania, podczas ktérych potwierdzono wptyw CBD na modulacj¢ pobudliwo-
$ci neurondow u ludzi, co powoduje, ze zwiazek ten moze stac si¢ istotnym elementem
leczenia padaczki. Pomimo, ze szczegdélowy mechanizm dziatania CBD na kontrole
napadow padaczkowych nie jest znany, zauwazono istotna redukcje ich czestotliwosci
u pacjentow podczas regularnej suplementacji [Crippa i in. 2016]. Sugeruje sie¢, ze
CBD jest czesciowym agonistg receptora 5S-HT 1A (receptor serotoninowy), ktory m.in.
odpowiada za wlasciwosci przeciwlekowe, przeciwdepresyjne i redukujace stres
[Russo i in. 2005].

Badania kliniczne nad zastosowaniem CBD u zwierzat w redukcji stresu sa ogra-
niczone. Zwigzek ten metabolizuje si¢ inaczej u zwierzat niz u ludzi i to samo st¢zenie
moze wywota¢ rézne efekty, poniewaz w zaleznosci od dawki wspotoddziatywuje
z 16znymi zwigzkami chemicznymi w organizmie [Iffland i Grotenhermen 2017]. Jed-
no z pierwszych badan dotyczacych wptywu CBD na poziom stresu u zwierzat prze-
prowadzone bylo na gryzoniach. Wykazano, ze suplementacja CBD zmniejszyta reak-
cje lekowe u myszy z zespotem tamliwego chromosomu X — zaburzenia neurologicz-
nego wplywajacego na rozwoj intelektualny, spoteczny i fizyczny [Zieba i in. 2019].
W innych badaniach myszy, ktorym podawano CBD, wykazaty zmniejszone objawy
zaburzen obsesyjno-kompulsyjnych [Deiana i in. 2012]. Badania nad skutecznos$cia CBD



Wptyw kannabidiolu na rytm serca, st¢zenie kortyzolu w $linie i czas podejscia do przeszkody... 27

w redukcji agresywnego zachowania prowadzono na psach. CBD spowodowat zmniej-
szenie agresywnych reakcji psow w stosunku do ludzi, jednak réznice w zmniejszeniu
zachowan agresywnych migdzy grupa suplementowang a kontrolng nie byty istotne staty-
stycznie [Corsetti i in. 2021].

Istnieje niewiele publikacji potwierdzajacych wpltyw CBD na zachowanie i parame-
try fizjologiczne koni. Badania przedstawione przez Draeger i in. [2021] dotyczyly prze-
ciwlekowych wiasciwosci CBD u koni. Mierzono reakcje bahawioralng oraz czestotli-
wos¢ akcji serca koni w reakcji na nowy obiekt. Po suplementacji nie zmienil si¢ rytm
serca u koni bioracych udzial w badaniu, ale zmniejszyta si¢ ich reaktywno$¢ na nowy
bodziec. Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu CBD na rytm serca, stezenie korty-
zolu w $linie oraz czas podejscia do przedmiotu u koni podczas testow lekliwosci. Hipo-
teza badawcza zalozyta, ze CBD obniza rytm serca, stezenie kortyzolu i czas podejscia
do przeszkody w sytuacjach stresowych dla koni.

MATERIALY I METODY

Projekt badania zostat zatwierdzony przez Zesp6t Doradczy ds. Dobrostanu Zwie-
rzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, zgodnie z polskimi i unijnymi prze-
pisami dotyczacymi doswiadczen na zwierzgtach (nr 7/2023). Procedury zastosowane
w tym badaniu zostaty uznane za niepowodujace bolu, cierpienia, drgczenia ani trwa-
tych uszkodzen rownowaznych lub wigkszych niz te spowodowane wprowadzeniem
igly (art. 1.5f dyrektywy UE 2010/63/UE). Zgoda etyczna zostala udzielona bez for-
malnego wniosku. Uzyskano pisemng zgod¢ O$rodka Jezdzieckiego Lipowa na udziat
w badaniach wszystkich zakwalifikowanych do nich koni rekreacyjnych.

W badaniu wzigto udziat 20 koni rasy polski kon sportowy (6 watachow oraz
14 klaczy) w wieku od 5 do 16 lat, o masie ciata od 400 do 600 kg, uzytkowanych
rekreacyjnie. Konie bioragce udzial w badaniu byly utrzymywane w O$rodku Jezdziec-
kim Lipowa w tych samych warunkach §rodowiskowych przez min. pét roku przed
rozpoczeciem badania zgodnie z wytycznymi okreslonymi przez polskie i europejskie
przepisy dotyczace dobrostanu zwierzat gospodarskich. Zwierzeta trzymane byly
w systemie boksowym w tym samym budynku stajennym w godzinach od 18.00 do
8.00. Pozostaly czas spedzaty na pastwisku, przebywajac w jednym stadzie.

Konie zostaty podzielone losowo na grupe badawcza (n = 10), uwzgledniajac
2 walachy, 8 klaczy (4 konie w wieku 7 lat, 3 konie w wieku 12 lat i 3 konie w wieku
16 lat) oraz kontrolng (n = 10), uwzgledniajac 4 watachy, 6 klaczy (3 konie w wieku
7 lat, 4 konie w wieku 13 lat, 3 konie w wieku 16 lat). Koniom z grupy badawczej
podawano codziennie przez 21 dni olejek CBD w ilo$ci 100 mg [Draeger i in. 2021]
kroplomierzem bezposrednio na $luzéwke dolnej wargi [Hill i Bryne 2021]. Konie
z grupy kontrolnej nie otrzymywaty CBD przez caty okres trwania badan.

Obie grupy byty poddane dwom testom lekliwosci opracowanych zgodnie z pod-
stawowa wiedza o zachowaniu koni, ich wrazliwo$ci na bodzcie i percepcji [Zeitler-
Feicht 2014]. Test lekliwosci nr 1 polegat na podejs$ciu przez konia do biato-czerwonej
tasmy ostrzegawczej rozwieszonej pomi¢dzy dwoma stupkami. Przeszkoda miata wymia-
ry 3 x3 m i zrobiona byla z réznej dlugosci paskéw tasmy ostrzegawczej (min. 1 m,
max. 3 m) przywigzanych do linki zawieszonej pomiedzy dwoma drewnianymi stupkami.
Test przeprowadzony zostat na zewnetrznej ujezdzalni. Test Iekliwosci nr 2 polegat
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na podejsciu przez konia do motywatora (marchewka) przez roztozong na ziemi niebie-
ska foli¢ o wymiarach 1 x 3 m. Folia miala kolor niebieski, ktory wedtug badan Carroll
iin. [2001] jest jednym z najlepiej zauwazalnych przez konie. Doswiadczenie przepro-
wadzano w nieznanym dla konia boksie. W dniu wykonywania testow konie nie byly
uzytkowane rekreacyjnie. Testy lgkliwosci przeprowadzono w trzech badaniach trwaja-
cych dwa dni, w ktoérych wykonano oddzielnie oba testy lgkliwosci: badanie 1. — przed
rozpoczgciem suplementacji, badanie 2. — w potowie suplementacji (10. dzien — test
lekliwos$ci nr 1; 11. dzien — test lgkliwosci nr 2), badanie 3. — zakonczenie suplementacji
(20. dzien — test lekliwosci nr 1; 21. dzien — test lekliwosci nr 2). W testach lekliwosci
okreslany byl czas potrzebny koniowi, aby podejs¢ do nieznanej przeszkody. Czas mie-
rzony byt stoperem i wyrazany w sekundach.

Rytm serca mierzono przed rozpoczeciem i zaraz po zakonczeniu kazdego testu lg-
kliwosci przez 60 sekund i wyrazono w liczbie uderzen serca na minut¢. Do pomiaru
uzyto stetoskopu (Stetoskop 3M™ Littmann® Classic III). Stezenie kortyzolu bylo ozna-
czane z pobranej $liny przed kazdym testem lekliwosci i 15 minut po jego zakonczeniu
[Shirtcliff i in. 2015]. Slina byla pobierana na wacik syntetyczny Salivette (SARTEDT,
Numbrecht, Niemcy) poprzez pocieranie pomi¢dzy policzkiem a zgbami konia przez
1 minut¢ [Schmidt i in. 2010]. Nastepnie waciki umieszczono w probéwkach indywidu-
alnych dla kazdego z badanych koni. Probéwki przechowywano w lodowce w temp. 2°C
do konca dnia badan, nastgpnie zamrozono w temperaturze —20°C. Badania analizy $liny
wykonano w Laboratorium Biochemicznym na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wro-
ctawiu w Katedrze Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat. Przed rozpoczeciem
analizy $liny probowki rozmrozono oraz wirowano przez 10 minut. Stezenie kortyzolu
w $linie mierzono przy pomocy testow immunoenzymatycznych ELISA (Demeditec
Diagnostics, Niemcy). Stezenie kortyzolu w $linie wyrazono w ng/ml.

W analizach statystycznych normalnos¢ rozktadu sprawdzono za pomoca testow Kotmo-
gorowa-Smirnowa i Shapiro-Wilka na poziomie istotnosci o = 0,05. Cze$¢ wynikéw nie po-
chodzita od rozkladu normalnego na poziomie istotnosci o = 0,05, dlatego dalsze analizy
statystyczne oparto o testy nieparametryczne. Roznice istotne statystycznie pomi¢dzy grupa
suplementowang CBD a grupg kontrolng sprawdzono, uzywajac testu U Manna-Whitneya.
Ze wzgledu na fakt, ze nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomi¢dzy grupa badawcza
i kontrolng, obie grupy razem poréwnywano dla wszystkich trzech badan, uzywajac testu
kolejnosci par Wilcoxona. Istotno$¢ roéznic opracowano dla poziomu istotnosei o = 0,05. Roz-
nice pomig¢dzy trzema badaniami sprawdzono za pomocg testu ANOVA Friedmana.

WYNIKI

Zestawienie wynikow dla grupy badawczej i kontrolnej dla trzech badan przedstawiono
w formie graficznej na rysunku 1. Ze wzgledu na fakt, ze nie wykazano istotnych staty-
stycznie réznic pomiedzy grupa badawcza i kontrolng oraz pomiedzy poszczegdlnymi
testami 1 mierzonymi parametrami, obie grupy razem poréwnywano dla wszystkich
trzech badan uzywajac testu kolejnosci par Wilcoxona. W kazdym z rozpatrywanych trzech
badan rytm serca i stezenia kortyzolu nie roznily si¢ istotnie statystycznie pomi¢dzy grupa
badawcza i1 kontrolng na poziomie istotnosci a = 0,05. Wykazano jednak istotne staty-
stycznie réznice pomi¢dzy grupami w przypadku czasu podejscia do przeszkod (p = 0,048).
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Rys. 1. Poréwnanie wynikoéw obserwacji grupy badawczej i kontrolnej w trzech badaniach:
a) stezenie kortyzolu przed testami lekliwosci i po nich; b) rytm serca przed testami lgkliwosci
i po nich; ¢) czas podejscia do przeszkod
Fig. 1. Comparison of the results of observations for the study and control groups in three studies:
a) cortisol concentration before and after fear tests; b) heart rate before and after fear tests;
¢) approach time to objects
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Warto$¢ wspotczynnika p wskazuje na istotne statystycznie roznice, ale jest zblizony do
granicznej wartosci alfa. Warto$¢ wspotczynnika p dla porownania grupy badawczej
z kontrolng przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Istotno$¢ roznic pomigdzy grupa badawczg i kontrolng dla wszystkich testow lgkliwosci
w trzech badaniach. Zatozony poziom istotnosci a = 0,05

Table 1. Significance of difference between study and control groups for all fear tests in three
studies. The assumed significance level a = 0.05

kSte;Zeni]e kStf;ieni]e Rytm serca koni | Rytm serca koni | Czas podejscia
ortyzolu . ortyzolu przed testami po testach do przeszkod
przed testami po testach lekliwosci lekliwosci
lekliwosci lekliwosci
Salivary cortisol | Salivary cortisol Heart rate Heart rate after | Approach time
concentration concentration | before fear tests fear tests to objects
before fear tests after fear tests
p=0,1414 p=0,6346 p =0,8000 p=0,1616 p=0,0484

Nie wykazano rdznic istotnych statystycznie w st¢zeniu kortyzolu zmierzonego
przed testami lgkliwos$ci i po nich dla obu grup w trzech badaniach (rys. 2).

Rytm serca dla obu grup istotnie statystycznie wzrastat podczas testow lekliwosci.
Wykazano roznice istotne statystycznie na poziomie istotnosci a = 0,05 dla trzech badan.
Wspotczynnik p byl bliski zeru, co wskazuje na istotne réznice pomigdzy pomiarem
wykonanym przed testem i po nim. W badaniu 1. mediana rytmu serca koni wzrosta do
38 uderzen na minute, w badaniu 2. do 36, a w badaniu 3. do 34 (rys. 3).

W celu zweryfikowania, czy rdznica w czasie podejscia do przeszkdd byla istotna
statystycznie, w trzech badaniach dla obu grup uzyto testu ANOVA Friedmana. Wyzna-
czony wspotczynnik p = 0,025 wskazal na istotne réznice w czasie podej$cia do prze-
szkod pomiedzy trzema przeprowadzonymi badaniami. Poréwnujac czasy podejscia do
przeszkod uzytych w obu testach Igkliwosci dla catej badanej populacji, wykazano brak
roznic istotnych statystycznie (rys. 4).

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki nie $wiadczg w sposob jednoznaczny o pozytywnym dziataniu su-
plementacji CBD na spadek poziomu stresu u koni w sytuacjach lgkowych, poniewaz nie
wykazano réznic istotnych statystycznie w stezeniu kortyzolu i rytmie serca pomiedzy
grupa badawcza i kontrolng. Skrécenie czasu podej$cia do przedmiotéw w obu testach
lgkliwos$ci w trzech badaniach u grupy badawczej, wskazuje na potencjal CBD w obniza-
niu lekliwo$ci u koni w sytuacjach stresowych. Hipoteza badawcza zostata potwierdzona
czgsciowo, poniewaz CBD nie wptynelo na obnizenie stezenia kortyzolu i rytmu serca
w sytuacjach lekowych, ale przyczynito si¢ do skrocenia czasu podejscia do przedmio-
tow w obu testach Igkliwosci.
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Badanie 1 (p = 0,389)
Study 1 (p = 0.389)
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Study 3 (p = 0.357)

Rys. 2. Poréwnanie stgzenia kortyzolu dla badanej populacji przed testami lgkliwosci,
przeprowadzonymi w trzech badaniach, i po nich

Fig. 2. Comparison of cortisol levels for the study population groups before and after fear tests
conducted in three studies
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Rys. 3. Poréwnanie rytmu serca dla badanej populacji przed testami Iekliwosci,
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Fig. 3. Comparison of heart rate for the study population before and after fear tests conducted
in three studies
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Fig. 4. Median approach time for the study population in both fear tests conducted in three studies

W literaturze naukowej powszechnie stosowanym parametrem w ocenie stresu zwie-
rzgeia jest rytm serca [Rietmann i in. 2004, Schmidt i in. 2010]. W badaniach zaprezen-
towanych przez Draeger i in. [2021], gdzie badano wptyw CBD na rytm serca u koni
poddanych testowi lgkliwosci, wskazano brak statystycznie istotnych réznic w rytmie
serca przed i po tescie lekliwosci pomigdzy grupa suplementowa i niesuplementowana
CBD. Podobne wyniki uzyskano w niniejszych badaniach, gdzie rytm serca nie réznit si¢
pomigdzy grupa badawcza i kontrolng przed testem lekliwosci 1 po nim w trzech prze-
prowadzonych badaniach. Podczas obu testow lekliwosci rytm serca zmierzony przed
wykonaniem do$wiadczenia w kazdym z trzech badan, zar6wno w grupie badawczej, jak
i kontrolnej, byt bardzo wyréwnany, co $wiadczy o zachowaniu statych warunkow do-
brostanowych zwierzat niezbednych do prawidlowego przeprowadzenia badania. Dodat-
kowo wykazano, ze maksymalny rytm serca malat w kolejnych badaniach dla obu grup.
Rowniez ta sama tendencja spadkowa zostata wykazana w czasie podejécia do przedmio-
tow w trzech badaniach. Moze to by¢ przyczyng efektu habituacji — odczulania koni na
pokazywane im przedmioty uzyte w obu testach lekliwosci. Zjawisko to jest w pelni
naturalne u zwierzat plochliwych i gwarantuje przetrwanie gatunku, poniewaz konie przy-
zwyczajaja si¢ do nowych elementéw srodowiska, jezeli wystgpuja one w sposob staty i nie
stanowig dla nich zagrozenia [Goodwin 2007]. Test lekliwosci z wykorzystaniem tasmy
ostrzegawczej opierat si¢ na zatozeniu, ze kon jako zwierzg roslinozerne musi by¢ czujne na
zmiany zachodzace w Srodowisku, aby nie zosta¢ ofiarg drapieznika. Kon z natury jest
zwierzgciem roslinozernym i zywi si¢ przede wszystkim trawa, w naturze ma pokarmu pod
dostatkiem i jest on tatwo dostepny. Z tego powodu, w odroéznieniu od zwierzat drapiez-
nych, trudno motywuje si¢ go do pracy podawaniem pokarmu. Dlatego podczas drugiego
testu lekliwosci z przedmiotem — folig — wykorzystano motywator w postaci marchwi, ktora
traktowana jest przez konia jako pokarm wyjatkowy i trudno dostgpny, przez co bardzo
dobrze motywuje go do podjecia trudnosci, jaka jest podejscie do folii. Dlatego zadanie to
wymagalo od konia odwagi oraz dobrze nadawalo si¢ do sprawdzenia poziomu stresu
izmian zachodzacych podczas kolejnych prob wraz z postegpem suplementacji CBD.
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Parametrem fizjologicznym stosowanym w ocenie reakcji zwierze¢cia na sytuacje
stresowe jest rowniez stgzenie kortyzolu w §linie [Peeters i in. 2010]. Dostarcza ono
informacje o wolnym kortyzolu w organizmie, stad parametr ten wykorzystany jest
w wielu badaniach naukowych jako wskaznik oznaczania w materiale biologicznym
pobrany w sposOb nieinwazyjny, czyli niegenerujacy dodatkowo stresu [Weibel 2003,
Soroko i in. 2016]. W badaniach nad wyznaczeniem poziomu stresu u koni podczas
izolacji [Harewood i McGowan 2005], odsadzenia [Moons i in. 2005] czy transportu
[Schmidt i in. 2010], potwierdzono przydatnos¢ okre$lania st¢zenia kortyzolu w $linie.
W niniejszych badaniach obie grupy, badawcza i kontrolna, nie wykazaly istotnych staty-
stycznie zmian w stezeniu kortyzolu w $linie w obu testach Igkliwosci. Stezenie kortyzolu
byto bardzo wyréwnane w trzech badaniach.

PODSUMOWANIE

Wplyw CBD na zachowanie si¢ koni w sytuacjach lekowych nie jest jednoznaczny.
Do tej pory przeprowadzono niewiele badan sprawdzajacych wptyw CBD na poziom
lekliwosci u koni. W badawczej grupie koni czas podejécia do przeszkody byt istotnie
statystycznie kréotszy od grupy kontrolnej. Swiadczyé to moze o wptywie CBD na stopien
lekliwo$ci w sytuacjach stresowych przy jednoczesnym braku wplywu na stezenie korty-
zolu i rytm serca. Dzialanie CBD na organizm zwierzgcia nie zostato do konca poznane,
jednak z doniesien naukowych wynika, ze nie zaobserwowano istotnych skutkéw ubocz-
nych wynikajacych z suplementacji CBD. Daje to podstawy do dalszych badan nad za-
stosowaniem CBD jako $rodka o dziataniu przeciwlgkowym u koni.
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Abstract: The aim of the study was to assess the effect of cannabidiol (CBD) on the heart rate,
salivary cortisol concentration and approach time of horses subjected to fear tests. The study
involved 20 Polish sport horses, divided into a research group and a control group. Research
group was given 100 mg of CBD daily for 21 days. Both groups were subjected to two fear
tests in three studies: before the start of supplementation, on day 10th and 11th and on day 20th
and 21st of supplementation. Heart rate and saliva sampling to determine salivary cortisol
levels were performed before and after each fear test for both groups. In addition, the approach
time to both objects was measured in both fear tests. The study showed no statistically
significant difference in cortisol concentration and heart rate between the research group and
the control group. There was statistically significant differences between the groups in
approach time in three studies. Results of the study didn’t prove the anti-anxiety effect of CBD
on the hors e's body, but shortening the approach time to the object gives grounds for further
research on the anti-anxiety effect of CBD in horses.
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