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Resumen

El Cannabidiol (CBD) es un fitocannabinoide no psicotomimético presente en la planta
Cannabis sativa, con un amplio potencial terapéutico. En particular, estudios preclinicos han
demostrado su propiedad neuroprotectora en diversos modelos de neurodegeneracion vy
neurotoxicidad, posicionandolo como un candidato prometedor para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, uno de los principales desafios de los productos
farmacéuticos a base de cannabis para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas es la baja
biodisponibilidad de los cannabinoides. Actualmente existe escasa informacidon sobre la
biodisponibilidad cerebral de las distintas formulaciones a base de compuestos extraidos del
Cannabis. En este sentido, en los ultimos afios la via de administracién intranasal ha emergido como
estrategia alternativa no invasiva para la entrega de drogas, permitiendo el acceso al cerebro de
forma rapida y directa. Resultados previos del grupo demostraron que el CBD posee un efecto
neuroprotector en un modelo de neurotoxicidad inducido por rotenona en cultivo primario de
neuronas granulares de cerebelo. De forma interesante, se observd que un factor clave en esta
propiedad es el vehiculo en el cual se encuentra preparado el CBD (vehiculo de formulacion). En
particular, se observd que el vehiculo medium-chain triglyceride (MCT) elimina la toxicidad asociada
al CBD a altas concentraciones.

En este marco, el objetivo general de este proyecto fue realizar un estudio detallado de la
distribucion cerebral de CBD preparado en el vehiculo de formulacion MCT, utilizando la via de
administracién intranasal. Para esto, se cuantificaron las concentraciones de CBD en diferentes
regiones cerebrales (bulbo olfatorio, corteza frontal, cuerpo estriado, hipocampo y cerebelo), asi
como en plasma e higado, a los 30, 60 y 90 minutos posteriores a la administracion intranasal por
goteo de 10 mg de CBD en 30 uL de MCT. Las muestras fueron procesadas mediante una combinacion

de precipitacion proteica y extraccidon liquido-liquido, usando delta-9-tetrahidrocannabinol (THC)



como estandar interno, y analizadas mediante cromatografia liquida de alta performance acoplado a
espectrometria de masa (UHPLC-MS).

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de CBD en todas las regiones cerebrales
analizadas, con perfiles de absorcidn y eliminacién dependientes de su localizacidon en el eje
anteroposterior. Se observaron concentraciones mayores en las regiones mas anteriores, con fases de
absorcién y eliminacion caracteristicas de cada region. En el plasma, la concentracion de CBD
disminuyé con el tiempo debido a su eliminacidn, mientras que en el higado se registraron
concentraciones relativamente muy superiores, con un perfil farmacocinético clasico. Estos hallazgos
respaldan el uso de la administracion intranasal de CBD en MCT como una estrategia eficaz para
alcanzar concentraciones cerebrales potencialmente terapéuticas en el tratamiento de enfermedades

neuroldgicas.

Palabras clave: Cannabidiol; Cannabinoides; Biodisponibilidad cerebral; Administracién intranasal;

Medium chain triglyceride; Plasma; UHPLC-MS.



1. Introduccion

1.1. Historia del Cannabis

La historia del Cannabis puede dividirse en distintas etapas, como se muestra en la Figura 1
[1]. La primera etapa se remonta a miles de afios atras, cuando la planta de Cannabis sativa era
cultivada con fines utilitarios como la fabricacidon de ropa, cuerdas y papel. Las primeras referencias
documentadas sobre el uso psicotrépico y medicinal del Cannabis datan del 2700 a.C en la
farmacopea china del emperador Shen Nong. En este texto, se recomendaba su uso como sedante
durante cirugias en una mezcla con vino y extractos vegetales. En la India, el Cannabis ha sido
utilizado durante miles de afos bajo el nombre de Viyaya, con un rol religioso como agente para la
inspiracién divina. Sus propiedades estimulantes y eufdricas fueron destacadas hacia el afio 1200 a.C
en el libro sagrado Atharva Veda, donde se lo menciona como una de las cinco plantas sagradas [2,3].

La segunda etapa se caracteriza por el estudio de su composicién, mediante la identificacion
y caracterizacion de los principales fitocannabinoides presentes en la planta. El primero en ser aislado
fue el cannabinol (CBN), extraido en el aflo 1899 a partir de la resina del cafiamo. Su estructura fue
determinada y sintetizada en 1940, junto al descubrimiento, aislamiento y caracterizacién estructural
de cannabidiol (CBD). Posteriormente, en el afio 1965, ocurrid el aislamiento y caracterizacion del
A9-tetrahidrocannabinol (THC) [4].

La tercera y cuarta etapa estuvieron marcadas por el descubrimiento y la elucidacion de la
estructura de los receptores cannabinoides tipo 1 y 2 (CBR1 y CBR2), en 1988 y 1993
respectivamente, a partir de estudios sobre su interaccién con THC. En 1992 se aisld y caracterizo su
ligando enddgeno, la anandamida (AEA), lo cual permitié el descubrimiento de distintos ligandos para
estos receptores [1, 5]. Estos hallazgos condujeron a la formulacién del concepto de un nuevo
sistema de sefalizacidn enddgeno denominado sistema endocannabinoide (SEcB), a finales de la

década de 1990 [6].



La ultima etapa de la historia corresponde a la actualidad, en la cual el enfoque se centra en

la investigacion y desarrollo de medicamentos a base de cannabinoides con fines terapéuticos.
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Figura 1: Cronologia de las etapas sobre la investigacidn en Cannabis [1].

1.2. Fitocannabinoides

Hasta el momento, en la planta Cannabis sativa, se han identificado mds de 550 metabolitos
bioactivos, que incluyen los fitocannabinoides, terpenos, flavonoides, estilbenos, lignanamidas,
carotenoides y alcaloides, entre otros. A pesar de la amplia diversidad estructural presente en la
biblioteca molecular de esta planta, en los ultimos afios el interés cientifico se ha centrado
especialmente en el primer grupo de moléculas mencionado: los fitocannabinoides, debido a su gran
potencial terapéutico [7]. Estas moléculas se encuentran casi exclusivamente en la planta de
Cannabis sativa y comprenden cerca de 200 compuestos, localizados mayoritariamente en los
tricomas glandulares de las inflorescencias femeninas [8].

A diferencia de muchos compuestos de origen vegetal bioactivos, como la cocaina, nicotina o
cafeina, los fitocannabinoides son hidrocarburos aromaticos oxigenados que no contienen nitrogeno

en su estructura quimica, por lo que no se clasifican como alcaloides [9]. Su estructura basica consta



de un nucleo principal compuesto por 22 carbonos (21 si se encuentran en su forma neutra),
conformando un sistema triciclico integrado por un anillo fendlico, un pirano central y un ciclohexilo
monoinsaturado. Dentro de los fitocannabinoides, los mas importantes y mas abundantes en la
planta son el CBD, A9-THC y, en menor medida el CBN, los cuales se encuentran en su forma acida y
sus concentraciones relativas dependen de la variedad de Cannabis [10]. La presencia de una cadena
hidrocarbonada larga unida a un anillo bencénico en la estructura de los fitocannabinoides confiere a
estas moléculas una alta lipofilicidad, baja solubilidad acuosa y en consecuencia comprometen su
biodisponibilidad, siendo este aspecto de relevancia para su uso terapéutico [11].

El principal responsable de las propiedades psicotrdpicas del Cannabis es el AS-THC (Figura
2). La presencia de un nucleo de tipo dihidrobenzopirano en su estructura le permite adoptar una
configuracidn tridimensional que determina su interaccién con alta afinidad con el receptor CBR1. Su
producto de degradacidn, el CBN, también posee efectos psicotropicos, aunque con una potencia 10
veces menor. Por otro lado, el CBD (Figura 2) es el principal fitocannabinoide no psicotrépico y
presenta una estructura biciclica debido a una escisién en el anillo del tetrahidropirano. Esta
caracteristica estructural es considerada la principal razén de la ausencia de efectos psicotrépicos de

CBD. [10,12]
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Figura 2: Estructura quimica de los principales fitocannabinoides: CBD y THC.



1.3. Sistema Endocannabinoide

La elucidacion del SEcB durante la década de 1990 representdé un avance importante en la
comprension del mecanismo de accidn de los fitocannabinoides. Este sistema se encuentra
ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (SNC) con un rol fundamental en funciones
neuronales, procesos de neuroplasticidad, y modulacién de neurotransmisores como el acido
y-aminobutirico, glutamato y serotonina, entre otros. Participa en varios procesos fisiolégicos como
son la regulacién de apetito, la percepcidn de dolor, procesos cognitivos y modulacién de los estados
de animo [6]. Este sistema se encuentra compuesto principalmente por los endocannabinoides AEA y
2-Araquidonilglicerol (2-AG), y aquellas enzimas encargadas de su sintesis y degradacion. Ademas,
comprende los receptores CBR1 y CBR2 previamente mencionados, proteinas transportadoras, asi
como el receptor G protein-coupled receptor 55 (GPR55) y el receptor vaniloide 1 de potencial
transitorio (TRPV1), que en algunos estudios han sido considerados parte de un sistema
endocannabinoide extendido [13].

Los receptores CBR1 y CBR2 son receptores metabotrdpicos acoplados a proteina G que
presentan selectividad funcional, donde diferentes ligandos pueden activar vias de senalizacidon
especificas. Al estar acoplados principalmente a proteinas G inhibitorias, estos receptores participan
de la inhibicién de la adenil ciclasa y de algunos canales de calcio dependientes del voltaje, asi como
en la activacién de canales rectificadores de calcio, el reclutamiento de arrestinas y la activacién de
las proteinas quinasas activadas por mitdgenos, entre otras muchas funciones [14]

Dada su importancia en tantos procesos fisioldgicos, el SEcB se ha considerado como un
blanco terapéutico de interés de muchos compuestos con actividad bioldgica especifica. En el marco
de la neuroproteccion, los efectos beneficiosos se relacionan con la limitacién del dafio neuronal por
reduccion de la internalizacion de calcio, disminucidn de la neuroinflamacion, la excitotoxicidad, asf
como del estrés oxidativo. En este sentido, los cannabinoides estdn emergiendo como potenciales

agentes terapéuticos para patologias neurodegenerativas progresivas [13]



1.4. Neuroproteccidn y sistema endocannabinoide

Las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y la esclerosis multiple, tienen
una naturaleza progresiva y cronica, llevando a un empeoramiento de los sintomas con el tiempo.
Estas enfermedades presentan una alta prevalencia en adultos mayores, convirtiéndolas en un
desafio prioritario en la salud publica mundial debido al envejecimiento global de la poblacion.
Ademds, demandan altos costos econdmicos y emocionales para el paciente y para su entorno
cercano, afectando significativamente su calidad de vida. Las terapias disponibles son sintomaticas y
no detienen o retrasan el proceso degenerativo [15]. Si bien estas enfermedades difieren en sus
caracteristicas clinicas y neuropatoldgicas, todas se caracterizan por un proceso progresivo de
degeneracion y muerte neuronal en el SNC o periférico [16].

El desarrollo de estas enfermedades es un proceso multifactorial, resultado de la interaccion
entre factores genéticos, ambientales, metabdlicos y celulares (Figura 3). Durante el envejecimiento,
multiples sistemas, incluidos el inmune y el metabdlico, sufren alteraciones que incrementan la
vulnerabilidad neuronal [17-21]. Neuronas y glias coexisten en microambientes complejos que, al
alterarse, pueden desencadenar mecanismos patoldgicos como la acumulacidon de proteinas mal
plegadas, disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo, generando ciclos de dafio celular que se
retroalimentan [22, 23]. Ademads, debido a su elevada demanda energética y alto contenido
mitocondrial, las neuronas son células particularmente sensibles al desequilibrio redox, lo que

incrementa alin mas su vulnerabilidad [24].
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Figura 3: Mecanismos comunes de neurodegeneracion [26].

El conjunto de estos procesos interconectados, que sostienen y amplifican el dafio
neuronal, explican en parte la dificultad de desarrollar terapias efectivas. En este contexto, surge un
creciente interés en la identificacion de estrategias neuroprotectoras capaces de modular dichos
mecanismos patoldgicos y, al mismo tiempo, favorecer la supervivencia neuronal. Entre las
aproximaciones mas prometedoras se encuentra la investigacion sobre el papel del SEcB en Ia
neuroproteccién. En algunos modelos celulares de enfermedad de Parkinson, por ejemplo, la
co-expresion y activacién de CBR1 y GPR55 en la linea celular humana derivada de neuroblastoma,
SH-SY5Y, mostré efectos neuroprotectores frente a la toxina MPP+ [27], mientras que la AEA previno
la apoptosis celular en la linea celular PC12, expuesta a la toxina 6-hidroxidopamina [28].

Estos efectos neuroprotectores estan asociados a la modulacidon de procesos excitotdxicos,
inflamatorios y apoptéticos a través de la activacion de receptores como CBR1, CBR2, GPR55 y TRPV1
[13]. Ha sido descrito que la activacion de CBR1 expresado en las terminales glutamatérgicas reduce
la liberacién de glutamato, limitando de esta manera su excitotoxicidad, proceso que ha sido asociado

al dafio neuronal caracteristico observado en estas patologias [29]. Ademas, la activacién de CBR1y
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CBR2 modula los niveles de neurotrofinas y mediadores inflamatorios, promoviendo un ambiente
antiinflamatorio. En estudios in vivo en ratones se ha descrito la disminucion de los niveles de las
citoquinas TNF-a e interleucina-12 y el aumento de interleucina-10, una citoquina clasicamente
descrita como antiinflamatoria [30]. Otros estudios también demuestran que la activacion de estos
receptores atenuan vias de muerte celular dependientes de calcio, incluyendo la inhibicidn de
receptores glutamatérgicos de tipo N-metil-D-aspartato, responsables de la apertura de los canales
de calcio dependientes de voltaje [31].

En conjunto, la evidencia sugiere que el SEcB participa en la regulacion de diversos
mecanismos neuroprotectores. Dada esta implicancia, resulta de particular interés el estudio de
moléculas exdgenas capaces de influir sobre este sistema. Entre ellas, los fitocannabinoides surgen
como agentes con potencial terapéutico para la neuroproteccién, destacdndose el CBD como un

compuesto prometedor por su caracter no psicotrépico.

1.5. CBD como agente neuroprotector

Dada la ausencia de accidn psicotropica del CBD (a diferencia del THC), este ha emergido
como el principal candidato como cannabinoide medicinal para enfermedades que afectan al SNC. La
investigacion en torno al posible impacto del CBD en enfermedades psiquidtricas vy
neurodegenerativas comenzé en la década del 70, mostrando un claro aumento en los ultimos 20

afios (Figura 4).
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Figura 4: Numero de publicaciones en PubMed describiendo posibles efectos terapéuticos del CBD

en enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas desde 1970 [32].

Los efectos neuroprotectores observados para el CBD, asi como para otros fitocannabinoides,
se han demostrado a través de su accién sobre multiples blancos moleculares, tanto asociados al
SEcB como independientes de este (Figura 5). Dentro de los mecanismos dependientes del SEcB, el
CBD es capaz de aumentar los niveles de AEA a través de la inhibicidn de su degradacién intracelular
por la amida hidrolasa de acidos grasos (enzima encargada de la degradacién de endocannabinoides),
brindando neuroproteccion al aumentar los efectos de los endocannabinoides mediados por la
activacion de CBR1 y CBR2. Estudios in vivo en ratones de 4 semanas, evidencié que el CBD aumenta
la neurogénesis en el hipocampo por medio de la facilitacion de AEA por CBR1, mientras que los
ratones knockout de CBR1 mostraron ausencia de neurogénesis [33, 34]. En estudios in vitro, el CBD
redujo la activacién microglial por el péptido beta amiloide actuando por medio de los receptores

CBR1 y CBR2, ya que se perdio el efecto al pretratar con un antagonista de estos receptores [32].
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Figura 5: Resumen de los diferentes mecanismos propuestos para la neuroproteccién por
cannabinoides [27].

Ademas, se han descrito mecanismos neuroprotectores por CBD independientes del SEcB.
Entre ellos, se destacan aquellos relacionados con la activacién del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR-y), asi como del receptor serotoninérgico 1A (5HT1A),
los cuales se asocian principalmente a la restauracion de cambios redox e inflamatorios alterados
durante los procesos neurodegenerativos [13]. Por ejemplo, ha demostrado ser neuroprotector en
distintos modelos experimentales de neurodegeneracidn. Se ha documentado la capacidad del CBD
para reducir el estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrégeno (H,0,) en células progenitoras de
oligodendrocitos, mediante la disminucion de la produccion de ROS por su acciéon antioxidante
directa (scavenger) [35]. Asimismo, se ha observado un aumento de la expresion del ARNm de la
enzima antioxidante superdxido dismutasa en la sustancia nigra en un modelo de enfermedad de
Parkinson inducido por 6-OHDA en ratas [36]. También, CBD ha mostrado capacidad de modular
mediadores inflamatorios a través de PPAR-y, inhibiendo la transcripcién de genes proinflamatorios
mediados por la via de sefializacion NF-kB. [37]. A su vez, CBD reduce la migracion y activacion de las
células microgliales a los sitios de lesidén, cuyo rol es clave en la propagacion de la respuesta

neuroinflamatoria [37].
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Por otro lado, parte de los efectos neuroprotectores de CBD pueden atribuirse a
interacciones alostéricas con el sitio activo del receptor serotoninérgico 5HT1A [38], y/o
interferencias con algunas vias intracelulares de sefalizacion [32]. Se ha descrito que CBD promueve
un aumento de la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro, una proteina esencial para
el desarrollo, mantenimiento y plasticidad del sistema nervioso por medio de la activacion de
S5HT1A-R.

A pesar de la creciente evidencia preclinica que respalda las acciones neuroprotectoras del
CBD, su traslacién a la practica clinica ha sido limitada. Actualmente, las formulaciones aprobadas se
enfocan principalmente en patologias de origen epiléptico, sin que existan auin medicamentos
basados en CBD especificamente indicados para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. El Epidiolex, es el Unico medicamento en base a CBD purificado aprobado por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos. Este medicamento estd
indicado como tratamiento complementario para convulsiones asociadas a algunas patologias como
son el sindrome de Dravet o el sindrome de Lennox-Gastaut [39]. Existen también otras
formulaciones farmacéuticas a base de cannabinoides como Sativex que combina THC y CBD en
proporciones definidas para el tratamiento de la espasticidad relacionada a la esclerosis multiple [40].
En Uruguay existen cuatro medicamentos con CBD de administracién oral aprobados por el Ministerio
de Salud Publica: Epifractan (extracto de Cannabis), Xalex y Xannadiol (ambos con CBD purificado),
utilizados para el tratamiento de epilepsia refractaria en nifios y adolescentes [41]. El cuarto
medicamento corresponde al Xpectra 10 (extracto de Cannabis), indicado para la epilepsia refractaria
en nifios y adolescentes, pero también como tratamiento complementario para las crisis asociadas
con el complejo de esclerosis tuberculosa [42]. El uso de todos estos medicamentos estd indicado
exclusivamente por via oral.

A pesar de los prometedores efectos neuroprotectores observados en modelos preclinicos,
todavia se requiere evidencia cientifica mas soélida que permita comprender en detalle los

mecanismos de accién del CBD. Resulta necesario optimizar las formulaciones para su uso clinico,
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establecer pautas de dosificacién adecuadas y explorar vias de administracidon alternativas que
puedan potenciar su biodisponibilidad y eficacia. Este conocimiento permitird no solo ampliar su uso
terapéutico mas alla de las patologias epilépticas, sino también evaluar su potencial en distintas
enfermedades del SNC, incluyendo trastornos neurodegenerativos.

En este sentido, un aspecto fundamental a considerar es la biodisponibilidad del CBD, la cual
determina la fraccion del compuesto que efectivamente llega a la circulacidn sistémica y, en ultima
instancia, al SNC. Comprender sus limitaciones y factores moduladores resulta esencial para

optimizar la aplicacion terapéutica de este compuesto.

1.7. Biodisponibilidad de CBD

Segun la farmacocinética, la biodisponibilidad se define como el grado y la velocidad con la
gue un principio activo o su fraccién inalterada alcanzan la circulacion sistémica. Sin embargo, este
valor no equivale a la fraccién del principio activo que efectivamente alcanza el sitio de accién para
ejercer su efecto farmacolégico debido a que existen transferencias de masa entre el compartimiento
donde se calcula la biodisponibilidad formalmente (el plasma) y el compartimiento donde ocurre el
efecto deseado. Esta segunda definicién corresponde a la biodisponibilidad efectiva segin la
farmacodinamia [43]. La farmacocinética y los efectos farmacoldgicos de este proceso dependen en
gran medida de las propiedades fisicoquimicas y de la forma farmacoldgica en la que se encuentra
incluido el compuesto [44]. La biodisponibilidad de un compuesto también depende en gran medida
de su ruta de administracion [45]. En el caso de CBD, la mayoria de las formulaciones de uso
terapéutico se administran por la via oral lo que implica su pasaje hepatico y metabolizacion
comprometiendo su acceso al cerebro [46]. El CBD es en una primera etapa oxidado por varias
isoenzimas del citocromo p450, principalmente CYP3A4 y CYP2C19, siendo metabolizando a
7-hydroxyl-CBD y posteriormente en su forma inactiva 7-carboxy-CBD. Posteriormente, estos
metabolitos son conjugados mediante glucuronidacion por la enzima UGT1A9, permitiendo su

posterior excrecion [46-48]. Los estudios existentes reportan una biodisponibilidad sistémica del 6%

15



en condiciones de ayuno. Estos bajos valores se deberian a factores tales como una absorcidon
irregular por su alta lipofilicidad, inestabilidad en el ambiente acido estomacal y elevado
metabolismo del primer pasaje hepatico [49]. En consecuencia, la eficiencia terapéutica de este
compuesto se encuentra limitada, siendo necesaria una mayor dosis para alcanzar concentraciones
efectivas, incrementando también los riesgos de toxicidad y potenciales efectos secundarios no
deseados [46]. Sin embargo, resulta interesante que, al ser administrado por via oral consumido junto
a una comida con elevado contenido lipidico, su biodisponibilidad incrementa al 19%, demostrando la
relevancia de los lipidos (y vehiculos lipidicos) para mejorar estos valores [49, 50]. Este aumento de la
biodisponibilidad de CBD cuando se consume junto a comidas ricas en lipidos puede atribuirse a la
mayor solubilidad del compuesto en la matriz lipidica, viéndose favorecida por la formulacion de
emulsiones y micelas por accién de las sales biliares y enzimas pancreaticas. Asimismo, gran parte de
los lipidos son absorbidos a través del sistema linfatico, lo que permite evadir el metabolismo del
primer pasaje hepatico antes de alcanzar la circulacidn sistémica. A su vez, las comidas con elevado
contenido lipidico retrasan el transito gastrointestinal, favoreciendo una absorcidon mas prolongada y
eficiente del compuesto hacia el torrente sanguineo [51]. Actualmente, los estudios sobre su
biodisponibilidad cerebral son limitados [48, 52-54].

Al momento de pensar en el desarrollo de terapias de uso de CBD como neuroprotector es
imprescindible considerar su capacidad de alcanzar de manera efectiva el cerebro. En este sentido,
vehiculos de formulaciéon, asi como vias de administracién son factores relevantes para lograr este
objetivo. Asi, la via intranasal, aparece como una via de administracién prometedora para su uso

terapéutico.

1.8. Administracidn intranasal
La via de administracién intranasal representa una estrategia no invasiva y eficaz para la
entrega de compuestos al cerebro, permitiendo su acceso de forma rapida y directa. A diferencia de

otras vias de administracién sistémicas, la via intranasal permite bypassear la barrera
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hematoencefélica disminuyendo el metabolismo del primer pasaje hepatico, ademds de reducir
posibles efectos sistémicos secundarios no deseados [46, 55]. La llegada al cerebro por esta via tiene
lugar mediante varios mecanismos (Figura 6A) siendo la via directa la mas relevante. Esta via implica
el pasaje del farmaco directamente al cerebro desde la nariz, algo que se conoce como nose-to-brain
delivery a través de los nervios olfatorio y trigeminal encargados de inervar la cavidad nasal y
conectarla con el SNC [56]. Dentro de la via directa, la ruta extraneuronal es la que tiene mayor
contribucion en el transporte al cerebro (Figura 6A), demorando el compuesto hasta 30 minutos en
alcanzar las zonas mas distales [52, 56]. En esta ruta los compuestos acceden a la lamina propria a
través de las uniones estrechas celulares del epitelio nasal para posteriormente traslocarse al espacio
perineuronal y acceder al SNC. Ademas, los compuestos pueden acceder al cerebro mediante
internalizacion por parte de las neuronas olfatorias, con el subsecuente transporte axonal y exocitosis
en el bulbo olfatorio y posterior distribucion a las diferentes regiones cerebrales. Sin embargo, este

proceso puede llevar varias horas o incluso dias [57].
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Figura 6: Vias para el nose-to-brain delivery de formulaciones intranasales. A) Transporte de drogas

desde la nariz al cerebro por la via directa (nervios olfatorio y trigeminales) e indirecta (entrando a
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circulacion sistémica y cruzando la barrera hematoencefalica). B) Via olfatoria del nose-to-brain
delivery de drogas: (1) ruta extraneuronal, (2) ruta intraneuronal, (3) a través de las células de

soporte, (4) a lo largo de las células de soporte. [56]

Basado en estudios preliminares en roedores, se ha observado que drogas administradas por
via intranasal pueden acceder al SNC en tan solo 5 minutos, alcanzando regiones mas distales del
cerebro en un rango de entre 30 y 120 minutos post-administracion [57]. En particular,
investigaciones utilizando albimina como marcador han mostrado que, tras su administracién
intranasal, las concentraciones maximas se alcanzan a los 10 minutos en el bulbo olfatorio, mientras
que, en regiones mas mediales, como el cuerpo estriado, el pico maximo se registra alrededor de los
30 minutos [58]. Estas variaciones en los tiempos de distribucién sugieren que la cinética de llegada
al cerebro depende de la regidn evaluada y del compuesto administrado [57]. Gracias a su inocuidad,
su acceso rapido y directo al cerebro, su menor absorcidn plasmdtica y subsecuente metabolismo
hepatico, la administracion intranasal representa una via prometedora para mejorar la eficacia

terapéutica en el tratamiento de enfermedades psiquiatricas y/o neurodegenerativas del SNC.

1.6. Antecedentes particulares

Con el fin de avanzar en la comprensidén de los mecanismos que subyacen a la propiedad
neuroprotectora de compuestos naturales, en el Laboratorio de Mecanismos de Neurodegeneracién
y Neuroproteccion del IIBCE, se llevan a cabo estudios orientados a analizar el potencial
neuroprotector de los cannabinoides y los mecanismos involucrados [59, 60]. En particular, utilizando
un modelo in vitro de cultivo primario de neuronas granulares del cerebelo expuestos a rotenona,
hemos desarrollado estudios de neuroproteccién y neurotoxicidad [59]. La rotenona es una
neurotoxina natural utilizada para inducir neurodegeneracion ya que mimetiza algunos de los efectos
celulares que ocurren en las enfermedades neurodegenerativas como la inhibicién de la cadena de

transporte de electrones, la activacion de la cascada de apoptosis y muerte celular. En este contexto,
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se evalué la neuroproteccién de CBD utilizando tres formulaciones distintas: CBD purificado disuelto
en DMSO-medio (concentracion final de DMSO <1,5% en medio de cultivo); Xalex (formulacion
farmacéutica de CBD purificado); y Epifractan (50mg/mL de CBD, <2mg/mL de THC y THCA, ademas
de otros compuestos presentes en la planta como terpenos y flavonoides). Tanto Epifractan como

Xalex utilizan como vehiculo de formulacidn triglicéridos de cadena media (MCT; Figura 7) [59].

Figura 7: Estructura quimica del MCT.

Los MCT son un tipo de lipidos encontrados en ciertos aceites naturales y productos lacteos,
utilizados frecuentemente como excipientes en productos farmacéuticos. Sus propiedades
hidrofébicas y su inocuidad contribuyen a mejorar la solubilidad, fluidez y estabilidad frente a la
oxidacion [61, 62]. En el caso de CBD, una molécula lipofilica de baja solubilidad acuosa (12,6 mg/L) y
alta permeabilidad (log P = 6,3; clase Il seglin BCS), los MCT representarian un buen vehiculo de
formulacién [63] y han demostrado aumentar su biodisponibilidad, su transporte linfatico intestinal

en ratas y potenciar su solubilidad micelial [64].
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Figura 8: Diseio experimental para evaluar el efecto neuroprotector in vitro en cultivo primario de

neuronas granulares del cerebelo de distintas formulaciones de CBD contra rotenona.

Siguiendo el diseno experimental presentado en la Figura 8, se compard la capacidad
neuroprotectora de las tres formulaciones, utilizando concentraciones equivalentes de CBD. Para ello,
los cultivos primarios de neuronas granulares fueron pretratados con cada formulacién una hora
antes de la adicién de rotenona, y la viabilidad neuronal fue evaluada a las 24 horas mediante el
ensayo de MTT (medicidén de la actividad mitocondrial). Como se observa en la Figura 9, la exposicion
a rotenona indujo una pérdida de viabilidad celular del 40-50% en comparacién con el control. Las
tres formulaciones mostraron efectos neuroprotectores, aunque con perfiles distintos: Epifractan y
Xalex presentaron un perfil de proteccién similar con un rango de accién amplio (2,5-20 uM de CBD),
mientras que el CBD disuelto en DMSO-medio mostré un rango mds estrecho, ya que a
concentraciones superiores a 10 uM se volvié incluso mas téxico que la rotenona sola. Se verificé que
el vehiculo MCT por si solo no atenua el dafio inducido por la rotenona. La mayor toxicidad observada
para el CBD libre a altas concentraciones podria atribuirse a la exposiciéon neuronal inmediata a picos
de concentracién del compuesto en el medio [59]. Por otro lado, en las formulaciones basadas en
MCT, los triglicéridos podrian actuar como un reservorio lipidico que libera el CBD de forma gradual,
evitando las concentraciones locales excesivas y prolongando su disponibilidad efectiva. Cabe aclarar
que en dicha investigacion se realizaron también ensayos de neurotoxicidad de las distintas
formulaciones, observando que ninguno de los dos vehiculos, MCT o DMSO-medio, tienen toxicidad
per se [59, 60].

Estos resultados demuestran la propiedad neuroprotectora de CBD en este modelo y
sugieren que las formulaciones con MCT tienen un importante efecto sobre la viabilidad celular,

ofreciendo un rango de concentracién para la accién neuroprotectora mas amplio [59].
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Figura 9: Efecto neuroprotector inducido por 24 hrs de pretratamiento con a) Epifractan , b) Xalex, y
c¢) CBD, contra rotenona. Los datos se expresan como media + SEM de la viabilidad celular (% respecto
al control) en relacién con diferentes concentraciones de CBD. Se utilizd6 One-way ANOVA seguido de
la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. * vs grupo control (0 uM). **p < 0,01; ***p
<0,0001; a, b, c, dy e representan diferencias significativas en comparacion con concentraciones de

1.25; 2.5; 5.0; 10 y 15 uM de CBD, respectivamente. Tomado y modificado de [59].

Ademas, el perfil similar entre Epifractan y Xalex indica que, en este modelo, la actividad
neuroprotectora de extractos de Cannabis como el Epifractan depende exclusivamente de CBD [59].
En particular, se evidencié que el MCT como excipiente podria ser un factor clave para la eficacia
terapéutica de las formulaciones a base de Cannabis, ya que permitiria disminuir la citotoxicidad
observada con CBD a altas concentraciones. Si bien estos resultados destacan la importancia del
vehiculo en la eficacia y seguridad del CBD, se requieren estudios in vivo y la evaluacion de vias de
administracion mas directas para optimizar su biodisponibilidad cerebral y maximizar sus efectos

neuroprotectores.
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2. Hipétesis

Basados en los antecedentes generales y particulares planteados, la hipdtesis de este
trabajo es que la administracidn intranasal de CBD vehiculizado en MCT constituye una estrategia

eficaz para optimizar su disponibilidad cerebral.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Estudiar la distribucién cerebral y el perfil temporal de CBD tras su administracion intranasal
aguda vehiculizado en MCT. De manera complementaria, se evaluaran sus niveles en plasma e

higado.

3.2. Objetivos especificos

1. Optimizar la metodologia para identificar y cuantificar los niveles de CBD en tejido
cerebral, plasma e higado mediante cromatografia liquida de alta performance con deteccién
por espectrometria de masa (UHPLC-MS).

2. Determinar el curso temporal de las concentraciones de CBD en diferentes regiones
cerebrales luego de su administracién intranasal aguda en MCT.

3. Determinar el curso temporal de las concentraciones de CBD en plasma e higado luego de

su administracion intranasal aguda en MCT.

4. Materiales y métodos

4.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas de 2-3 meses de edad (350-450 g)
provenientes del Bioterio del IIBCE. Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de
temperatura (22 + 2 °C) y ciclos de luz-oscuridad (7:00 AM - 7:00 PM), alimentacién (LabDiet®) y agua

ad libitum. Todos los procedimientos de experimentacion animal fueron llevados a cabo siguiendo los
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requerimientos del Comité en el Uso de Animales del IIBCE (procedimiento experimental:
005/05/2023) bajo las regulaciones nacionales sobre experimentacion animal (Ley Nacional de

Experimentacién Animal No. 18.611).

4.2. Drogas

CBD vy THC (95% pureza) fueron donados por Phytoplant  Research
(www.phytoplantresearch.com/es). MCT donado por RAMM Pharma Corp
(www.wearerammpharma.com). CBD fue preparado en MCT con una concentracién final de 10 mg en
30 pL. Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de su administracién y se mantuvieron

protegidas de la luz para evitar su degradacién.

4.3. Grupos experimentales

Se realizaron cuatro grupos experimentales: un grupo control que recibié solo MCT y fue
evaluado a los 30 minutos luego de su administracién, y tres grupos que recibieron CBD vehiculizado
en MCT, con diferentes tiempos de sacrificio. Se siguid el disefio experimental descrito en la Figura

10. Asi, los grupos experimentales fueron los siguientes:

1. Grupo 1: Control MCT sacrificados a los 30 minutos (T30).
2. Grupo 2: CBD-MCT sacrificados a los 30 minutos (T30).
3. Grupo 3: CBD-MCT sacrificados a los 60 minutos (T60).

4. Grupo 4: CBD-MCT sacrificados a los 90 minutos (T90).
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Figura 10: Disefio experimental para estudiar la distribucion cerebral de CBD vehiculizado en MCT

administrado por via intranasal.

4.4. Administracion intranasal y obtencidon de muestras

Para la administracion intranasal, los animales fueron colocados en posicion dorso-ventral
reclinados hacia atras (angulo de aproximadamente 45°). El CBD en MCT 10 mg/30 uL fue goteado en
las narinas con pausas en el goteo para permitir su correcta inhalacién antes de la siguiente gota
hasta llegar a 15 pL por narina. Para la administracidn se utilizé una micropipeta de 20 pL evitando el
contacto con la mucosa intranasal. El volumen total administrado fue de 30 L por rata, resultando en
una administracién de 30mg/Kg de CBD en promedio. La administracion intranasal fue realizada
siempre entre las 9:00 y 12:00 hrs.

Luego de transcurridos los diferentes tiempos post administracién intranasal las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion y se extrajo la sangre del tronco para la posterior obtencién del plasma.
El plasma se obtuvo utilizando EDTA (0,1M; pH 8) como anticoagulante y centrifugando durante 15
minutos a 4000 g a 42C (Thermo centrifuge RT1).

Ademas, se extrajo el cerebro del cual se disecaron las siguientes regiones: bulbo olfatorio,
corteza frontal, cuerpo estriado, hipocampo, y cerebelo. También se diseco el higado. Posteriormente

todas las muestras fueron congeladas a -802C hasta su procesamiento.
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4.5. Puesta a punto y cuantificacion de CBD en muestras biolégicas

4.5.1. Condiciones cromatograficas

La cuantificacion de CBD se realizd6 mediante UHPLC-MS, utilizando un equipo
Thermo Ultimate 3000, disponible en la Plataforma de Quimica Analitica del IIBCE. La
separacién cromatografica se realizé utilizando una columna Kinetex 2,6 um; C18; 100 A,
100*2,1 mm con pre columna. El andlisis se desarrollé en modo isocratico con una fase movil
compuesta por agua (0,1% acido férmico) y acetonitrilo (0,1% acido férmico) en proporcidn
30:70, a un flujo de 0,3 mL/min por 10 minutos. La temperatura del horno de columna fue
fijada a 45°C, y la del inyector automatico se mantuvo en 4°C. El volumen de inyeccion fue de
70 pL. La deteccion se llevé a cabo mediante un espectrometro de masas ISQ-EC Thermo,
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) operando en modo de
ionizacidon positiva. Se monitorizaron los iones con m/z 315y 193, con una energia de colisién
de 40 eV. Las condiciones de operacién fueron: temperatura del vaporizador 350 °C,
temperatura del ion transfer 300 °C, voltaje de la fuente de iones positivos 3000 V, presion

del gas auxiliar 5,7 psig, presion de gas envolvente 49,9 psig y presién del gas de barrido 0,5

psig.

4.5.2. Curvas de calibracion

Se construyeron curvas de calibracidn para CBD y THC, este ultimo empleado como
estandar interno. Dado que estos cannabinoides comparten no solo su féormula quimica
(CxH2002) y su peso molecular (314,464 g/mol), sino que varias otras propiedades
fisicoquimicas [65], fue posible realizar el analisis cuantitativo siguiendo sus iones
caracteristicos principales: ion precursor m/z 315 y la sefial de transicion m/z 193. La
diferenciacion de las moléculas fue posible gracias a sus distintos tiempos de retencion en el

sistema cromatografico UHPLC-MS. Las curvas se generaron utilizando soluciones estandar de
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CBD y THC disueltas en una mezcla acetonitrilo:agua (40:60, v/v), abarcando un rango de

concentraciones adecuado para el andlisis de muestras bioldgicas.

4.5.3. Preparacion de las muestras

Las muestras fueron procesadas mediante una combinacién de precipitacidn proteica
y extraccion liquido-liquido [48, 66]. Los tejidos fueron pesados utilizando una balanza
analitica de alta precision (KERN ABT 220-4NM). Para el higado y cerebelo se masaron entre
300-400 mg de tejido, mientras que para las regiones mas pequefias del cerebro (hipocampo,
bulbo olfatorio, cuerpo estriado y corteza frontal) se masaron entre 50-100 mg, siendo esta la
totalidad de los respectivos tejidos.

Para la precipitacidn proteica, primero se afiadié acetonitrilo (ACN) frio a -202C (300
0 600 pL, segun el peso del tejido) junto con 15 pL de THC 0,004 mM vy se agitd en vortex
durante 1 minuto. Posteriormente se agregaron las mismas cantidades de H,O bidestilada,
seguido de 1 minuto de agitacion en vortex. Las muestras fueron sonicadas (VC 505, amplitud
40%, 30 sec on/off, duracién 2:30 min) con el objetivo de lograr una adecuada disgregacién
tisular, favorecer la precipitacion proteica y dar inicio al proceso de extraccién liquido-liquido.
Luego, las muestras siguieron un proceso de homogeneizacion y equilibracién durante 1 hora
utilizando un agitador reciproco de tubos a una temperatura controlada de 42C. Para aislar el
sobrenadante, fraccion que contiene los analitos de interés, las muestras fueron
centrifugadas durante 15 minutos a 1160 g y 102C (Thermo centrifuge RT1). Para la fase final
de la extraccién liquido-liquido se utilizd n-hexano como solvente orgdnico, dada su
capacidad lipofilica para solubilizar compuestos como los cannabinoides. Segun el peso de los
tejidos, se utilizaron 1,5 o 3 mL de solvente n-hexano. Los tubos fueron agitados en vortex
durante 5 minutos, posteriormente centrifugados durante 15 minutos a 1160 g a 109C. La

fase organica superior fue cuidadosamente extraida utilizando pipetas Pasteur de vidrio.



Finalmente, las muestras fueron llevadas a sequedad mediante la eliminacién del solvente
utilizando speedvac a 352C (Labconco CentriVap Concentrator).

Para la preparacion de las muestras de plasma, se utilizé el mismo protocolo que para
los tejidos, con algunas modificaciones. A 150 plL de plasma se le afiadieron 600 pL de ACN,
15uL de THC 0,004 mM y 600 pL de misma cantidad de H,O bidestilada. Posteriormente se
procedié directamente a la extraccidn liquido-liquido, utilizando 3 mL de n-hexano, seguido
de 5 minutos de agitacidon en vortex. Las muestras fueron luego centrifugadas (15 minutos a
1160 g, 10°C) y la fase organica fue separada y finalmente, el solvente fue eliminado
mediante evaporacion en speedvac a 352C.

Para su andlisis cromatografico, todas las muestras fueron resuspendidas en 150 uL

de una solucidn ACN:H20 (60:40). De este volumen, se inyectaron 70 uL en el UHPLC-MS.

4.5.4. Validacion del método de extraccion

Para validar el protocolo de extraccion de CBD de las muestras y optimizar las
condiciones cromatograficas se realizaron pruebas de recuperacidn en matrices bioldgicas
(plasma, higado, cerebro) no tratadas, a las cuales se les adicionaron concentraciones
conocidas de CBD y THC (10 pg/mL, 15 pL de 0,004 mM). Se procesaron como se describe en
el numeral 4.5.3 del indice, incluyendo controles negativos, permitiendo verificar la eficiencia

de extraccién y la ausencia de interferencias de matriz.

4.6. Analisis de datos

Las concentraciones de CBD en las distintas muestras bioldgicas fueron calculadas teniendo
en cuenta el porcentaje de recuperacion del THC en cada muestra individual. Para el analisis
estadistico de los datos y su correspondiente graficacidn, se utilizé el programa GraphPad Prism 10
(GraphPad Prism versién 10.4.1 para Windows, GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA,

www.graphpad.com). Las concentraciones cerebrales, plasmaticas y hepdticas de CBD estdn
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presentadas como media + SEM. Los datos se analizaron utilizando analisis de varianza de una via

(One-way ANOVA) seguido del test de comparaciones multiple Tukey.

5. Resultados

5.1. Puesta a punto

5.1.1. Curvas de calibracion

Las Figuras 11 y 12 muestran las curvas de calibracion para CBD y THC obtenidas mediante el
monitoreo de sus iones caracteristicos: ion precursor m/z 315 y su sefial de transicién m/z 315 —
193, respectivamente. Las Figuras 13 y 14 muestran los cromatogramas caracteristicos y sus
respectivos espectros de masa para los estandares 0,4 uM de CBD y THC para el ion precursor m/z
315 y su transicién m/z 315 — 193, respectivamente. Los tiempos de retencion (TR) fueron 3,1 para
el CBD vy 4,9 para el THC, siendo posible cuantificarlos simultdneamente. En ambos casos se obtuvo
una excelente linealidad en el rango de concentraciones evaluado (0,025 a 1,5 uM para CBD y 0,032 a
2 puM para THC), con coeficientes de correlacion (R?) iguales a 1, lo que confirma la robustez y

precision del método analitico.
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Figura 11: Curvas de calibracidn del CBD correspondientes al ion precursor m/z 315 (A) y su sefal de

transicion m/z 315 — 193 (B).
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Figura 12: Curvas de calibracidén de THC correspondientes al ion precursor m/z 315 (A) y su sefal de

transicién m/z 315 — 193 (B).
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Figura 13: Cromatogramas (A y B) y espectros de masa en el ion precursor m/z 315 (Cy D) de
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estandares 0,4 uM de CBD (Ay C) y de THC (B y D).
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Figura 14: Cromatogramas (A y B) y espectros de masa de la transicion m/z 315 — 193 (Cy D) de

estandares 0,4 uM de CBD (Ay C) y de THC (B y D).

5.1.2. Validacion del método de extraccion

Durante la validacion del método de extraccién de CBD en muestras bioldgicas, se identificé
en las muestras controles (administradas Unicamente con MCT), una interferencia en el canal
correspondiente al ion precursor m/z 315 en el mismo TR que CBD (Figura 15, By D). En cambio, en el
canal correspondiente a la transicién m/z 315 — 193, no se observd interferencia alguna en el TR de
CBD para estas mismas muestras (Figura 16, B y D). Las Figuras 15 y 16 muestran, a modo
representativo, una comparacion de cromatogramas y espectros de masa en el ion precursor m/z 315
y su sefial de transicion m/z 315 — 193, respectivamente, de una muestra T30 de bulbo olfatorio A)
de una rata tratada con CBD y B) de una rata control. En funcién de estos resultados, se decidio

cuantificar los niveles de CBD en los diferentes grupos experimentales Unicamente en el canal de la

30



transicion m/z 315 — 193. Para el THC, utilizado como estandar interno, se decidid realizar su

cuantificacién mediante el ion precursor m/z 315, ya que en la sefial de transicion m/z 315 — 193 se

obtenia un porcentaje de recuperacién superior al 100%.

35050

muestra de bulbo olfatorio de: (A y C) una rata control y (B y D) del grupo experimental T30 de una
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Figura 15: Cromatogramas (A y B) y espectros de masa en el ion precursor m/z 315 (Cy D) de una

rata tratada con CBD (pico coloreado).
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Figura 16: Cromatogramas (A y B) y espectros de masa en la transicion m/z 315 — 193 (Cy D) de una
muestra de bulbo olfatorio de: (A y C) una rata control y (B y D) del grupo experimental T30 de una

rata tratada con CBD (pico coloreado).

5.2. Niveles de CBD en cerebro

La Figura 17 muestra las concentraciones de CBD cuantificadas a los diferentes tiempos luego
de su administracién aguda intranasal para cada una de las regiones encefdlicas analizadas. Las
graficas estan organizadas desde las regiones mas anteriores hasta las mas posteriores: (A) bulbo
olfatorio, (B) corteza frontal (C), cuerpo estriado, (D) hipocampo y (E) cerebelo. La Figura 18 y 19
muestran un cromatograma y espectro de masa de CBD de la transicion m/z 315 — 193

representativo en una muestra de bulbo olfatorio del grupo experimental T30 y de una muestra

control, respectivamente.
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Figura 17: A) - E) Concentracién de CBD en ng / mg en las regiones encefélicas evaluadas a los 30
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(T30), 60 (T60) y 90 (T90) minutos luego de su administracion intranasal aguda. Media + SEM. #

p<0.05. One-way ANOVA seguido del test de comparaciones multiple Tukey. # vs T30.
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En el grupo control tratado Unicamente con MCT, no se detectaron niveles de CBD (Figura
19), mientras que en los grupos experimentales tratados con CBD se detectaron niveles cuantificables
de CBD en todas las regiones y tiempos ensayados. Las concentraciones mas elevadas se registraron
en las regiones anteriores del encéfalo, disminuyendo progresivamente hacia las regiones mas
posteriores a lo largo del eje anteroposterior.

En el bulbo olfatorio (Figura 17A) se registrd la concentracion maxima (Cmax) de CBD a los 30
minutos post-administracion (T30), con un valor de 726 ng/g de tejido. Las concentraciones
disminuyeron progresivamente en los tiempos posteriores, alcanzando un valor minimo de 486 ng/g
en T90, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los distintos tiempos evaluados.
En la corteza frontal (Figura 17B), se observd una Cmax de 833 ng/g de tejido a los 60 min post
administracion (T60). Si bien la concentracién de CBD disminuyéd en T90, no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos tiempos evaluados.

En el cuerpo estriado (Figura 17C), la Cmax también se alcanzé a los T60, con un valor de 581
ng/g de tejido. En esta region se observé una diferencia significativa entre los tiempos de ensayo T60
y T30, siendo la concentracidn del dltimo de 195 ng/g de tejido. La concentracién volvié a disminuir
en el tiempo de ensayo T90. El hipocampo (Figura 17D) presenté su Cmax en el tiempo de ensayo
T60, con un valor de 456 ng/g de tejido. No se registraron diferencias significativas entre los
diferentes tiempos evaluados. Finalmente, en el cerebelo (Figura 17E), la Cmax también se observo
en el tiempo de ensayo T60, con un valor de 431 ng/g de tejido. Las concentraciones en esta region

fueron muy similares entre los diferentes tiempos de ensayo, sin diferencias significativas entre ellas.

5.3. Niveles de CBD en plasma
En el caso del plasma (Figura 20), la Cmax de CBD se registré al T30, con un valor de 423 ng/g
de tejido. Las concentraciones de CBD disminuyeron progresivamente con el tiempo, observdndose

una diferencia significativa Unicamente entre los tiempos T30 y T90. Un ejemplo representativo de
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cromatograma y espectro de masa de CBD de la transicién m/z 315 — 193 en una muestra de plasma

del grupo experimental T30 se muestran en la Figura 21.

i Plasma
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*kkk

CBD (nhg/mL)

T30 T60 T90

Figura 20: Concentracion de CBD en ng / mL de plasma evaluada 30 (T30), 60 (T60) y 90 (T90)
minutos luego de su administracidn intranasal aguda. Media + SEM. # p<0.05. One-way ANOVA

seguido del test de comparaciones multiple Tukey. # vs T30.

Figura 21: Cromatograma y espectro de masa de CBD (pico coloreado) de la transicién m/z 315 —

193 de muestra de plasma del grupo experimental T30.
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5.4. Niveles de CBD en higado

En el caso de las muestras de higado (Figura 22), la Cmax de CBD se registré al T60, con un
valor de 5141 ng/g de tejido. No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
correspondientes a los distintos tiempos de ensayo. Un ejemplo representativo del cromatograma y
espectro de masa de CBD de la transicion m/z 315 — 193 en una muestra de higado del grupo

experimental T60 se presenta en la Figura 23.
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Figura 22: Concentracion de CBD en ng / mg de higado evaluado 30 (T30), 60 (T60) y 90 (T90) minutos
luego de su administracidn intranasal aguda. Media £ SEM. # p<0.05. One-way ANOVA seguido del

test de comparaciones multiple Tukey. # vs T30.
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Figura 23: Cromatograma y espectro de masa de CBD (pico coloreado) de la transicién m/z 315 —

193 de muestra de higado del grupo experimental T60.

6. Discusion

En este trabajo se logré optimizar un procedimiento reproducible y de facil implementacion
en laboratorios de rutina para la cuantificacion de CBD en tejido cerebral mediante UHPLC-MS.
Mediante este procedimiento basado en precipitacién proteica seguido de extraccién liquido-liquido
hemos podido realizar un analisis de los niveles de CBD y de su perfil temporal en diferentes regiones
cerebrales, asi como también en plasma e higado [48, 66].

En el proceso de optimizacién, la complejidad de la matriz cerebral determind que en la seiial
del ién precursor de mayor abundancia del CBD (m/z 315) observaramos interferencias de matriz que
impedian su uso fiable para su cuantificacidén. Debido a ello, la cuantificacidn se realizé6 empleando la
sefial del ion de transicion m/z 315 — 193, que mostrd no tener interferencia y permitié obtener
respuestas cuantificables en las muestras cerebrales analizadas. Si bien utilizar una sola transicion
puede implicar menor especificidad que confirmar con multiples iones, en nuestro caso fue suficiente
para discriminar la seial de CBD frente a los blancos de matriz y para cuantificar de forma fiable sus
concentraciones en las muestras analizadas. Este aspecto es especialmente relevante, ya que el
objetivo principal era confirmar la llegada de CBD al tejido cerebral y contar con una herramienta
para comparar niveles entre grupos experimentales. Si bien existen trabajos recientes que han
cuantificado CBD en cerebro de ratdn utilizando protocolos de extraccién similares, en dichos
estudios no se detallan las condiciones analiticas empleadas para la cuantificacion, lo que limita la
posibilidad de establecer comparaciones directas [53, 54].

El analisis de las concentraciones de CBD en cerebro mostré un patrén de perfil temporal
distinto en las diferentes regiones cerebrales. En farmacocinética, la evolucién temporal de Ia
concentracion de un farmaco en un tejido determinado suele seguir un perfil clasico que incluye tres

fases principales: absorcion, distribucion y eliminacién. La fase de absorcidn corresponde al ingreso
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del compuesto desde su sitio de administracién a los compartimentos bioldgicos. Luego, en la fase de
distribucidn, el fdrmaco se dispersa a sus tejidos diana a través de la circulacidn plasmatica, linfatica o
cefalorraquidea. Finalmente, la fase de eliminacidn refleja la disminucién de la concentracién del
compuesto debido a procesos metabdlicos y excretores [67]. La caracterizacidn de estas fases en las
diferentes regiones encefdlicas permite comprender mejor la dindmica de disponibilidad cerebral de
CBD tras su administracidon intranasal. En el bulbo olfatorio, regién mas cercana al sitio de
administracion intranasal, la Cmax de CBD se alcanzé a T30, sin que fuera posible registrar la fase
inicial de absorcidn. Estudios previos en modelos animales han descrito un ascenso rapido en
regiones perinasales, con concentraciones detectables en el SNC en tan solo 5 minutos post
administracion intranasal [56]. En particular, investigaciones utilizando albimina como marcador han
mostrado que, tras su administracién intranasal, las concentraciones maximas se alcanzan a los 10
minutos en el bulbo olfatorio [58]. En nuestros resultados, la disminuciéon progresiva a tiempos
posteriores sugiere que a T30 la absorcién ya estaba completa en esta regién, predominando las fases
de distribucién y eliminacién.

En la corteza frontal, las concentraciones mdaximas se alcanzaron entre los 30 y 60 minutos
con valores apenas superiores a los de T30, lo que indica que en esta regidn se estaba completando la
fase de absorcidn. Este retraso respecto al bulbo olfatorio coincide con la idea de una progresion de
CBD a través de rutas perineurales y vasculares desde el sitio de aplicacion hacia areas corticales,
fenémeno también descrito en otros compuestos lipofilicos administrados por via intranasal [68, 69].
Estos resultados sugieren que, dado el comportamiento observado, resultaria interesante incluir un
tiempo de muestreo mas temprano, como por ejemplo a los 15 minutos, para caracterizar mejor la
fase inicial de absorcién en estas regiones y obtener una descripcion mds completa del perfil
farmacocinético de CBD intranasal.

A diferencia de lo observado en las regiones anteriores, en las regiones mediales como
cuerpo estriado e hipocampo, la curva farmacocinética adoptéd una forma mas cldsica: fase de

absorcién evidente en T30, incremento de concentraciones hasta T60 (Cmax, 2—3 veces mayor) y
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posterior disminuciéon en T90 atribuible a la eliminacién y redistribucién tisular. En el cerebelo, la
regién mas posterior analizada, las concentraciones siguieron la tendencia de alcanzar la Cmax en
T60, aunque las diferencias entre tiempos fueron menos marcadas.

Otro resultado a destacar de esta investigacion fue la disminucidon progresiva de las
concentraciones de CBD desde regiones anteriores hacia posteriores, evidenciando un gradiente
desde la zona de administracién hasta las dreas distales. En las regiones anteriores, las Cmax
superaron los 800 ng/g de tejido, mientras que en regiones mediales (como el hipocampo) vy
posteriores (como el cerebelo) los valores se situaron entre 400 y 500 ng/g de tejido. Este patrén
coincide con lo descrito en la literatura para la administracién intranasal de otros compuestos, donde
la combinacidon de las vias directa e indirecta de acceso al cerebro determina la distribuciéon
observada (Figura 6A). La via indirecta implica que el farmaco pase a la circulacién a través del
epitelio respiratorio nasal o pulmonar antes de ingresar al SNC lo cual puede conllevar metabolismo
sistémico y la necesidad de atravesar la barrera hematoencefalica [56, 61]. En contraste, la via directa
permite un acceso rapido al bulbo olfatorio a través de la regién olfatoria, independientemente del
mecanismo de internalizacién del compuesto, lo que explica las concentraciones elevadas registradas
a pocos minutos de la administracion. En regiones mas distales, la llegada del compuesto puede
demorarse entre 30-120 minutos, lo que explica que las concentraciones medidas hayan sido
menores debido a la retencidén en zonas anteriores o a la redistribucién sistémica de CBD.

En la bibliografia consultada, se encontré un Unico estudio que evalud la disponibilidad de
CBD en diferentes regiones cerebrales. Upadhyay et al. (2025) analizaron una nanorformulacién de
CBD administrada intranasalmente en ratones (182 mg/kg), observando concentraciones maximas en
regiones anteriores como el bulbo olfatorio y un descenso progresivo hacia regiones posteriores, en
concordancia con nuestros resultados [54]. Sin embargo, las concentraciones reportadas fueron
significativamente mayores (3445 + 977 ng/mg en el bulbo olfatorio) que las obtenidas en nuestro
estudio, lo que probablemente se explique por la dosis empleada, aproximadamente seis veces

superior a la utilizada por nosotros. Ademas, aunque confirmaron el mismo gradiente de
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concentracion anterior-posterior, reportaron un Tmax relativamente prolongado (2 horas en el bulbo
olfatorio) pese a la via intranasal, lo que podria atribuirse a la formulacién empleada, capaz de
favorecer una liberacién mas controlada del compuesto. [54]. Estos hallazgos resaltan la influencia
de la dosis y la formulacidn en los perfiles de distribucidn, al tiempo que confirman la
reproducibilidad del gradiente de concentracién tras la administracién intranasal de CBD en
diferentes contextos.

Por otro lado, existen estudios que reportan concentraciones de CBD a nivel de cerebro total,
mostrando resultados en linea con los nuestros. Por ejemplo, Pang et al. (2021) informaron una Cmax
en cerebro de 647 ng/mL tras administracidn intranasal de CBD vehiculizado en hidrogeles en ratones
(30 mg/kg, misma dosis utilizada en nuestro estudio) con un Tmax similar al observado en nuestro
trabajo (=38 min). Dicho estudio mostré ademas que la administracion por via oral alcanzé sélo una
Cmax de 273 ng/mL y un Tmax de 1h, destacando asi la ventaja de la via intranasal para la entrega
directa del compuesto al encéfalo a través de rutas nose-to-brain [52]. Estos resultados respaldan la
hipotesis de que la via intranasal ofrece una estrategia mas eficiente para optimizar la distribucion
cerebral de CBD.

Un aspecto critico también a considerar en la disponibilidad de CBD es el vehiculo de
formulacién, ya que este puede influir significativamente en su absorcion vy distribucion.
Bartkowiak-Wieczorek et al. (2023) estudiaron cdmo distintos vehiculos (Rapae Oleum o Cremophor)
afectan la biodisponibilidad de CBD oral (30 mg/kg), analizando el cerebro completo. La Cmax con
Rapae Oleum fue 301.388 + 155.739 ng/g a las 2 h, mientras que con Cremophor fue 274.994 *
103.691 ng/g a los 30 min [48]. En comparacion, los valores obtenidos en nuestro trabajo fueron mas
elevados (400-800 ng/g segun la region). Esta diferencia refuerza el potencial del MCT como vehiculo
para la distribucidn cerebral de CBD. No obstante, debe tenerse en cuenta que se trata de diferentes
vias de administracidn, lo que hace necesarios futuros estudios de disponibilidad cerebral con MCT

por via oral.
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Por ultimo, en nuestro estudio, los niveles y el perfil temporal de CBD en plasma e higado
mostraron una absorcion rapida y una eliminacidn progresiva. En plasma, la Cmax se alcanzé a los 30
min, mostrando un perfil tipico de eliminacidn progresiva. Los valores obtenidos fueron comparables
a los descritos para biodisponibilidad oral a igual dosis [48], aunque Pang et al. (2021) registraron
niveles plasmaticos mas altos tras administracion intranasal en hidrogeles (1205 + 471 ng/mL a 30
min) [52], posiblemente debido a la liberacion controlada conferida por ese vehiculo. En higado, la
curva mostré un perfil clasico, con concentraciones altas en comparacién con otros tejidos, reflejando
su papel en metabolismo y acumulacidn. Se observd una fase de absorcidon en T30, con valores casi
duplicados en T60, y un descenso a T90 hasta ~ 4000 ng/g, atribuible al metabolismo hepatico.
Existen pocos estudios de biodisponibilidad hepatica por via intranasal. Pang et al. (2021) reportaron
que el CBD intranasal en hidrogeles alcanzé 2088 + 815 ng/g a 2,25 h, valores mas bajos que los
obtenidos en nuestro estudio [52]. El Tmax mas tardio observado con hidrogeles podria explicarse
por las caracteristicas fisicoquimicas de este sistema mencionadas anteriormente, que favorecen una
liberacion controlada.

En conjunto, nuestros resultados aportan evidencia sobre la disponibilidad diferencial de CBD
en distintas regiones cerebrales y destacan tanto al vehiculo MCT como a la via intranasal como

factores clave para optimizar su llegada al sistema nervioso central.

7. Conclusiones

En esta tesis se optimizaron técnicas analiticas para cuantificar CBD en distintas regiones
cerebrales, en plasma e higado mediante UHPLC-MS, lo que permitid realizar un analisis temporal de
sus concentraciones tras la administracién intranasal. Se detectaron concentraciones relevantes en
todas las regiones encefalicas, con una distribucién diferencial que mostré mayores niveles en areas
anteriores como bulbo olfatorio y corteza frontal, sugiriendo una participaciéon predominante de la

via directa hacia el sistema nervioso central.
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Los resultados sugieren que el vehiculo MCT podria favorecer la biodisponibilidad cerebral de
CBD y respaldan el potencial de la via intranasal como estrategia eficaz para optimizar su acceso al
encéfalo en comparacidn con otras vias de administraciéon. En conjunto, estos hallazgos aportan
evidencia preclinica de relevancia para el disefio de aplicaciones terapéuticas de cannabinoides en

patologias neuroldgicas.

8. Perspectivas

Analizar tiempos mas tempranos tras la administracién intranasal para precisar con mayor

detalle la fase de absorcion.

e Comparar la biodisponibilidad de CBD vehiculizado en MCT por otras vias de administracion
(oral, intraperitoneal), a fin de profundizar en el rol de la via de administracion como factor
critico en la disponibilidad cerebral.

e Comparar la biodisponibilidad de CBD utilizando otros vehiculos de formulacién, para evaluar

el impacto del MCT como factor clave en la disponibilidad cerebral.

e Evaluar la biodisponibilidad en hembras.
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