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Resumen

La ansiedad en equinos representa un desafio clinico cuya evaluacion y abordaje
terapéutico continuan siendo limitados. En la literatura, los fitocannabinoides, en
particular el cannabidiol (CBD), han demostrado propiedades ansioliticas en

diversas especies, siendo la administraciéon por via oral la mas estudiada.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto ansiolitico de la administracion
de CBD a una dosis de 1.2 mg/kg por via anasal e intravenosa en cuatro caballos
mediante la obtencion y el analisis de datos cualitativos relacionados con el
comportamiento del ejemplar para desarrollar la escala de la mueca asociada con
la ansiedad, asi como desarrollar y validar un método analitico por HPLC-DAD para
detectar y cuantificar CBD en solucion oleosa y plasma equino posadministracion
(0, 5, 15, 30 y 60 min).

Se desarroll6 y validé un método analitico para la deteccion y cuantificacion de CBD
en solucién oleosa y en muestras de plasma equino por HPLC-DAD. Segun las
guias de la ICH, se puede afirmar que el método analitico es selectivo, especifico,

lineal, preciso y exacto.

Se recabd evidencia visual de cuatro caballos para la elaboracién de la escala de la
mueca, la cual fue utilizada para evaluar el grado de tension asociado a la ansiedad.
Las evidencias preliminares indican que la administracion intranasal induce una
modulacion progresiva y sostenida de la respuesta conductual y fisiologica al
disminuir la tensidn de las unidades de accion facial y las constantes fisiologicas.
Con lo anterior se demostré que la escala de la mueca equina es sensible para
detectar cambios temporales y su conveniencia para evaluar el efecto ansiolitico en

caballos.

Los hallazgos de este estudio sugieren que la administracion intranasal de CBD,
evaluada mediante herramientas conductuales y respaldada por un método
analitico validado, constituye un enfoque viable para el estudio de la ansiedad en

caballos.



Abstract

Anxiety in horses presents a clinical challenge for which evaluation and therapeutic
management remain limited. In the literature, phytocannabinoids—particularly
cannabidiol (CBD)—have demonstrated anxiolytic properties in various species, with

oral administration being the most widely studied route.

The objective of this study was to evaluate the anxiolytic effect of CBD administration
at a dose of 1.2 mg/kg via intranasal and intravenous routes in horses by obtaining
and analyzing qualitative data related to the behavior of the specimen to develop the
grimace scale associated with anxiety, as well as to develop and validate an
analytical method by HPLC-DAD to detect and quantify CBD in oil solution and

equine plasma post-administration (0, 5, 15, 30, and 60 min).

An analytical method was developed and validated for the detection and
quantification of CBD in oil solution and equine plasma samples by HPLC-DAD.
According to ICH guidelines, the analytical method can be considered selective,

specific, linear, precise, and accurate.

Visual data were collected from four horses to develop the grimace scale, which was
used to assess the degree of tension associated with anxiety. Preliminary findings
indicate that intranasal administration induces a progressive and sustained
modulation of behavioral and physiological responses by reducing the tension of
facial action units and physiological parameters. This demonstrated that the equine
grimace scale is sensitive to detecting temporal changes and suitable for evaluating
the anxiolytic effect in horses.

The findings of this study suggest that intranasal administration of CBD, evaluated
using behavioral tools and supported by a validated analytical method, constitutes a

viable approach for studying anxiety in horses
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1. Introduccion

La ansiedad se define como un cuadro conductual, fisiolégico y neuroendocrino que
se manifiesta ante la presencia de estimulos estresantes, amenazantes o
potencialmente peligrosos, que alteran la psique del individuo. Este cuadro no es
exclusivo del humano, también se manifiesta en otros seres vivos, tal como los
animales, en donde esta respuesta se describe como parte del llamado Sindrome
General de Adaptaciéon (SGA), el cual, cuando se presenta de manera prolongada,
modifica la conducta o el comportamiento de los animales y conduce a un
desequilibrio homeostatico que compromete el bienestar, la salud y el desempeio
productivo o deportivo de un ejemplar (Camargo, 2010) pudiendo representar de
esta forma una un problema de salud y productividad.

Al abordar la ansiedad desde un enfoque neurobioldgico, la patogénesis de los
trastornos de ansiedad se relaciona principalmente con alteraciones en los sistemas
de neurotransmision monoaminérgica, incluyendo deficiencias de los
neurotransmisores 5-hidroxitriptamina (serotonina), dopamina y norepinefrina, lo
que representa un desequilibrio entre los neurotransmisores inhibitorios y
excitatorios, en particular entre el acido y-aminobutirico (GABA) y el glutamato
(Chand & Marwaha, 2023). A este punto es importante resaltar que la etiologia de
la ansiedad no se encuentra completamente dilucidada ya que al ser un
desequilibrio quimico en el sistema nervioso contindan explorandose otros
mecanismos patoldgicos potenciales, tales como la disfuncion de canales ionicos,
la mitofagia excesiva en regiones cerebrales como la amigdala, asi como
alteraciones en los circuitos neuronales implicados en la regulacion emocional
(Zhao et al., 2023) ya que el cerebro y el sistema nervioso representan un campo

en continua exploracion.

Partiendo de este preambulo, el cannabidiol (CBD) se populariz6 como un
compuesto de interés debido a su capacidad para interactuar con diversos sistemas
neurobiologicos estudiados en los trastornos de ansiedad. De acuerdo con
resultados de diversos estudios, se comprobd que el CBD modula indirectamente

receptores serotoninérgicos, GABAérgicos y del sistema endocannabinoide, lo que
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podria contribuir a la disminucién de los signos y sintomas de los cuadros ansiosos
sin que se manifiesten los efectos psicoactivos caracteristicos de otros
cannabinoides (Barakat et al., 2025; Mujahid et al., 2025).

Con base en lo anterior, puede describirse el CBD como un compuesto quimico
fitocannabinoide no psicoactivo, derivado de Cannabis sativa, por el cual, en los
ultimos anos, existe un creciente interés en el ambito de la medicina veterinaria.
Este creciente interés se debe a que su potencial terapéutico se explora en diversas
especies domeésticas y, en particular, en animales de alto valor deportivo y
econdmico, como los caballos (Yocom et al., 2022). Es importante destacar la
exploracion terapéutica en la especie equina, debido a la relevancia econdmica de
los cuadros de ansiedad en ella, ya que estos pueden afectar el comportamiento, el
manejo, el rendimiento deportivo y la seguridad tanto del animal como del personal
involucrado en su uso y cuidado. Aunque existen diversos estudios que establecen
el potencial del CBD como agente ansiolitico, principalmente en humanos (Blessing
et al., 2015; Reddy et al., 2025; Shannon et al., 2019; Spinella et al., 2021), aun se
carece de suficientes datos que aborden alternativas para contrarrestar las
desventajas que se presentan cuando el CBD se administra por via oral, principal
via de administracion estudiada en equinos, lo que representa una problematica
relevante en la medicina veterinaria (Ryan et al., 2021; Yocom et al., 2022) siendo
un riesgo econdmico y ético para el bienestar animal de esta especie.

Considerando lo anterior, al comparar la via de administracion oral con la
administracion intranasal, esta ultima se describe como una estrategia eficiente para
el suministro de farmacos con baja biodisponibilidad oral (Paudel et al., 2010). Sin
embargo, la informacion disponible y los datos recabados sobre la influencia de la
via intranasal en la efectividad del CBD en equinos son limitados, lo que justifica el
estudio de la administracion de CBD por via intranasal, con el objetivo de
incrementar la biodisponibilidad comparada con la via oral y, con ello, presentar esta

via de administracion como una alternativa para tratar este cuadro clinico.

Considerando que antes de administrar cualquier tratamiento terapéutico, es

necesario garantizar su calidad, seguridad e inocuidad, es de vital importancia
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contar con alternativas analiticas, entre ellas la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC), la cromatografia de gases (CG) y técnicas espectrométricas,
como herramientas de medicion que determinen con exactitud y precision el

contenido del compuesto.

En particular, la cuantificacion de CBD en diferentes formas farmacéuticas se
reporta mayoritariamente mediante HPLC acoplada a diversos detectores; mientras
que la determinacion de CBD en matrices bioldgicas, como el plasma, para estudios
de biodisponibilidad, se realiza comunmente mediante HPLC acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS). Los detectores de espectrometria de masas
permiten tener metodologias mas sensibles; sin embargo, son mas escasos,
requieren personal especializado y son mas costosos comparados con otros
detectores convencionales como el de arreglo de diodos (DAD). Para evaluar la
calidad del producto, estimar la biodisponibilidad del CBD vy, adicionalmente,
constituir una herramienta analitica 0til para la deteccibn de sustancias
potencialmente prohibidas en el ambito de las competencias ecuestres, es
necesario desarrollar metodologias analiticas de facil acceso. Por lo anterior, en el
presente trabajo se desarrollé y validd un método analitico por HPLC-DAD que
permitié cuantificar CBD tanto en el vehiculo intranasal destinado a la administracion
en caballos como en muestras de plasma. Asimismo, este estudio tuvo como
objetivo evaluar la eficacia del CBD administrado por via intranasal para determinar
su efecto ansiolitico en caballos sometidos a condiciones de estrés controladas.
Para ello, se analizaron parametros fisioldgicos y conductuales antes y después de

la administracion de CBD.
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2. Antecedentes

2.1. Ansiedad

La ansiedad es una alteracion fisiolégica y, en el ambito veterinario, se describe
como la prolongacion del Sindrome General de Adaptacion (SGA), ya que provoca
la misma respuesta fisioldgica que la ansiedad. El SGA comienza con un estimulo

estresor y desencadena 3 etapas:

1. Etapa de alarma: Falta de adaptacion de los animales ante el estimulo
estresor; las reacciones observadas incluyen respuestas de lucha o de
huida.

2. Etapa de resistencia: punto maximo de adaptacion de los animales al
estimulo estresor.

3. Etapa de agotamiento: Pérdida de la adaptacién adquirida.

Desde el punto de vista fisiolégico (Figura 1), el SGA puede desencadenarse ante
un estimulo estresante que activa el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA), lo que
provoca la liberacion de cortisol (del Rio Garcia, 2020). Este aumento de cortisol
desencadena multiples efectos adaptativos: moviliza energia al estimular la
gluconeogénesis hepatica, degradar proteinas musculares y liberar acidos grasos
libres para mantener niveles elevados de glucosa en sangre (Pereira Pia, 2025); al
mismo tiempo, este desbalance de cortisol suprime la respuesta inmunitaria al
inducir la apoptosis de linfocitos T, inhibir la produccién de anticuerpos por linfocitos
B y reducir el reclutamiento de neutréfilos (Chu et al., 2025). A nivel cognitivo, el
aumento de cortisol mejora inicialmente el enfoque y la consolidacion de recuerdos
emocionalmente relevantes, pero niveles elevados y sostenidos de cortisol estan
asociados con deterioro de la memoria y alteraciones estructurales en el hipocampo,
como atrofia dendritica (James et al., 2023). Estas respuestas adaptativas pueden
resultar perjudiciales cuando se mantienen en el animal a largo plazo, contribuyendo

a mantener o a empeorar el cuadro de ansiedad.
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Figura 1. Fisiologia del Sindrome General de Adaptacién y de la ansiedad. Mecanismo

fisiolégico desencadenado por un estimulo estresor (del Rio Garcia, 2020).

Las posibles manifestaciones del trastorno de ansiedad varian segun la especie de
interés. De manera general, las manifestaciones de estrés se agrupan en las

siguientes dos categorias:

Manifestaciones clinicas (Categoria 1): Incluye aumento en las siguientes
variables: concentracion seérica de cortisol, frecuencia cardiaca (taquicardia),
frecuencia respiratoria (taquipnea o hiperventilacion), dilatacion pupilar (midriasis),
sudoracion (hiperhidrosis), temperatura corporal (hipertermia); asi como pérdida
breve e inesperada de la conciencia y del tono postural (sincope), entre otros (Harro,
2018; Hernandez-Avalos et al., 2021; Wormald et al., 2017).

Manifestaciones del comportamiento (Categoria 2): Se presentan como
comportamientos repetitivos sin finalidad aparente, como aumento de la
vocalizacién, hiperreactividad, agresividad y comportamientos destructivos,
inquietud, hipervigilancia, entre otros (Riva etal., 2022). Estos signos son
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comunmente conocidos como estereotipias y se encuentran diversificados por
especie (Tatemoto etal., 2022). En los caballos, los comportamientos
estereotipados mas frecuentes son: morder y/o lamer, balanceo lateral del cuerpo,
caminar en caja y tragar aire (aerofagia), entre otros (Sarrafchi & Blokhuis, 2013).
Cabe mencionar que estas manifestaciones pueden presentarse con diferentes

intensidades o en combinacién y variar segun la especie y el individuo.

Para realizar un diagnostico de ansiedad, es necesario reconocer las
manifestaciones en el ejemplar, asi como realizar una evaluacion clinica integral
que considere el historial médico, el contexto ambiental y, cuando sea posible, la
evaluacion de biomarcadores como el cortisol, la alfa-amilasa salival y la
butirilcolinesterasa (Agorastos et. al., 2023; Babington et. al., 2024; Bazzano et. al.,
2024).

La importancia de un diagndéstico oportuno de la prolongacion del SGA es evitar las
secuelas, ya que estas representan un deterioro del bienestar fisico y emocional,
inmunosupresion, alteraciones gastrointestinales, disminucion del rendimiento fisico
y conductas estereotipadas o de automutilacién, disminucién de peso corporal; y
particularmente en animales dedicados a la produccion, la disminucion de
parametros productivos como ganancia de peso diaria, produccion de leche o de
huevo y aumento en la conversion alimenticia (cantidad de alimento necesaria para

producir una unidad de producto) (Josefson et. al., 2023; Pan et. al., 2022).

Es importante mencionar que en animales para dar un diagnostico definitivo de
ansiedad es necesario el analisis de biomarcadores, lo cual representa
evaluaciones costosas e invasivas y que en grandes especies es poco practico
(Morera et. al., 2019). Por lo anterior, es importante buscar métodos de evaluacion
fisiologica y conductual que faciliten la identificacion de signos que evidencien el
estado fisico y emocional de los animales, como la escala de la mueca (Evangelista
et al., 2022).
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2.2. Escala de la mueca equina y su relevancia en el SGA prolongado en
caballos

La Escala de la Mueca en Caballos (EM) constituye una de las herramientas mas
relevantes para evitar por completo el manejo de los ejemplares, por ser un sistema
de evaluacion particularmente explorado en casos de dolor y ansiedad y, por ende,
respaldado cientificamente.

El desarrollo de EM responde a la necesidad de contar con un método objetivo,
estandarizado y no invasivo, capaz de superar las limitaciones de las escalas
basadas unicamente en la observacion clinica general o en signos fisioldgicos, que
pueden ser subjetivos, poco especificos y dependientes del evaluador. La EM fue
propuesta inicialmente por Dalla Costa et al. (2014), quienes identificaron que las
expresiones faciales de los caballos, al igual que en otras especies, cambian de

manera consistente ante el dolor, el malestar o los estimulos estresores.

El sistema de evaluacién de la EM se basa en la identificaciéon y puntuacién de

microexpresiones faciales caracterizadas en seis Unidades de Accion Facial (UAF):

Orejas rigidas hacia atras.

Tension orbital.

Tension en la region supraorbital.
Tension en los musculos masticatorios.

Tension de boca y mentdn mas pronunciado.

o 0 kw0 N =

Fosas nasales dilatadas o contraidas.

Cada UAF recibe un puntaje de 0 (ausente), 1 (moderadamente presente) o 2
(evidentemente presente), con un maximo de 12 puntos. Este tipo de evaluacion
permite establecer un criterio objetivo y reproducible que presenta alta concordancia
interobservador, incluso entre evaluadores con diferentes grados de experiencia,
tras un breve entrenamiento (Dalla Costa et al., 2016; van Loon & Van Dierendonck,
2017).
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Si bien su validacion inicial se realizé en contextos de dolor agudo, como son los
procedimientos quirurgicos (orquiectomia: extirpacion de testiculos) (Dalla Costa
et al., 2014) o en casos de laminitis (inflamacion y separacion de las laminas del
casco) (Dalla Costa et al., 2016), también se evalud su aplicacion en condiciones
de dolor asociado a procedimientos dentales (Marcantonio Coneglian et al., 2020)
o asociado al sindrome de ulcera gastrica (Ferlini Agne et al., 2023). En estudios
recientes, la EM se emplea para evaluar cambios asociados a estados emocionales
negativos no necesariamente ligados al dolor fisico, como el miedo, el SGA
prolongado o la ansiedad (Dalla Costa et al., 2017). En un ensayo exploratorio, se
observdé que los caballos sometidos a estimulos estresantes o novedosos
presentaron un incremento en las UAF relacionadas con tension en las orejas, los
ojos y los musculos masticatorios, lo cual sugiere que la escala podria captar
sefales de incomodidad emocional (Dalla Costa et al., 2017). Esto abre un campo
de aplicabilidad importante en el ambito del bienestar animal, donde resulta

fundamental diferenciar entre el dolor, el miedo y la ansiedad.

En particular, los equinos son una especie altamente sensible a su entorno y a
diferentes situaciones, como el transporte, los cambios de instalaciones, la
participacion en competencias o los procedimientos veterinarios, que pueden
generar el SGA. La prolongacion del SGA no solo compromete su bienestar, sino
que también puede interferir con el rendimiento deportivo y la recuperacion clinica.
Tradicionalmente, el SGA se evalua mediante manifestaciones clinicas y
biomarcadores; sin embargo, estos métodos presentan limitaciones, ya que
requieren equipos especializados y son invasivos, mientras que las evaluaciones
conductuales dependen de observadores entrenados y estan sujetas a
interpretaciones subjetivas (van Loon & Van Dierendonck, 2017).

Por lo anterior, la EM ofrece una ventaja significativa como herramienta
complementaria, ya que permite: una evaluacion no invasiva, al observar la
expresion facial sin manipular al animal directamente; aplicacidn rapida, en menos
de un minuto tras un entrenamiento basico del evaluador y una vez capacitado al

evaluador, se logra reproducibilidad interobservador con resultados estandarizados,
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la EM puede ser aplicada tanto en campo como clinica, sin necesidad de equipos
especializados por lo cual es menos costosa y practica, ademas de su alta
sensibilidad a estados emocionales, lo que la convierte en un indicador potencial de
ansiedad ademas de dolor (Hintze et al., 2016; McLennan, 2018).

Por su naturaleza visual, la EM puede emplearse en estudios experimentales para
evaluar la eficacia de tratamientos ansioliticos y analgésicos en caballos. Los
evaluadores pueden registrar los cambios en la expresion facial antes y después de
la administracion de un farmaco, sin manipular al animal, lo que permite obtener
datos precisos sobre su estado emocional; ademas, las evaluaciones pueden ser
digitalizadas y automatizadas, lo que aumenta la precision y la robustez del
diagnéstico y, con ello, mejora la respuesta al tratamiento (Dalla Costa et al., 2016).

El tratamiento farmacoldgico de la ansiedad en algunas especies animales consiste
en la administraciéon de benzodiacepinas (p. ej., diazepam), inhibidores selectivos
de la recaptura de serotonina (p. €j., fluoxetina) y triciclicos (p. ej., clomipramina)
(Farach et al., 2012). Estos farmacos disminuyen la activacion neuronal excesiva,
manteniendo el control del SGA; sin embargo, estos farmacos causan efectos
adversos como somnolencia, dependencia, ataxia (falta de coordinacién motriz) o
alteraciones gastrointestinales, y su uso debe ser supervisado y, preferentemente,
combinado con intervenciones conductuales y ambientales (Meneses et al., 2021;
Shinfuku etal., 2019). Cabe mencionar que existen algunas alternativas
terapéuticas basadas en productos naturales como lo son la hierba de San Juan,
lavanda, lupulo, valeriana, menta piperita y cannabis, entre otros (Kenda et al.,
2022). Sin embargo, su uso debe ser cuidadoso ya que los extractos de plantas
contienen varios compuestos con diversas actividades; por ello se desarroll6 la
purificacion de compuestos con potencial actividad ansiolitica; los cuales pueden
tener interacciones con diferentes receptores; por ejemplo, de Cannabis sativa de
lograron purificar mas de 100 fitocannabinoides, entre ellos se destacan el
cannabidiol (CBD), cannabigenol (CBG), cannabinol (CBN), entre otros, que se
caracterizan por interactuar con los sistemas endocannabinoide ampliado y
canonico (Alves et al., 2020; Andre et al., 2016).
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2.3. La ansiedad y el sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) es un complejo mecanismo de sefalizacion
celular que desempefa un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis
fisiologica (Barakat et al., 2025). El SEC esta constituido por una red de receptores,
ligandos endogenos y enzimas que regulan multiples funciones fisiologicas. Entre
sus componentes mas relevantes se encuentran los ligandos endogenos llamados
receptores de cannabinoides (RCB, Figura 2), los cuales estan conformados por
siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G. Estos receptores se
clasifican en RCB1y RCB2 (SEIC, 2002; Zou & Kumar, 2018).

RCB1: 466 aa RCB2: 360 aa

NHzmm

COOH Mbm:

Figura 2. Modelo estructural de RCB1y RCB2. Estructura de los receptores tipo 1 (RCB1)

COOH

y tipo 2 (RCB.), ambos cuentan con 7 dominios transmembranales (TM), 3 dominios
extracelulares (e) y 3 dominios intracelulares (i), con extremos terminales amino (-NH.) y
acido carboxilico (-COOH).

La diferencia estructural entre RCB1 y RCB: radica en el numero de aminoacidos
de sus extremos terminales, siendo el receptor RCB+ el que presenta mayor longitud
en esta region. Esta variacion estructural esta estrechamente relacionada con sus
funciones fisioldgicas; en particular, el receptor RCB2 carece de la capacidad de
modificar la actividad de los canales i6nicos, a diferencia del RCB1 (Zou & Kumar,
2018).

Ademas de los receptores candnicos mencionados anteriormente, existe el sistema
endocannabinoide ampliado, que incluye diversos receptores de interés terapéutico,
como los receptores vanilloides de potencial transitorio tipo V1 (TRPV1), algunos
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receptores acoplados a proteina G, como GPR18 y GPRSS5, y los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) (de Almeida & Devi, 2020). Si
bien este conjunto de receptores no es especifico para los cannabinoides, estos
pueden unirse a ellos y producir un efecto biologico.

La activacién de estos receptores de los sistemas endocannabinoide ampliado y
candnico puede modular positiva o negativamente la actividad de la adenilato
ciclasa, las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y las cinasas Ay C;
ademas, puede influir en la apertura de canales i6nicos de calcio (Ca?*) y potasio
(K*) (Dhopeshwarkar & Mackie, 2014; SEIC, 2002; Soria-Lara et al., 2019).

El SEC tiene una relacion directa con el sistema nervioso central (SNC),
particularmente en la modulacién de las emociones y de las respuestas al estrés vy,
con ello, del SGA. ElI SEC regula circuitos emocionales claves (amigdala, corteza
prefrontal, eje HHA), modulando la liberacién de cortisol, neurotransmisores y con
ello el comportamiento (Finn, 2010; Hasbi etal., 2023; Henson etal., 2021;
Maldonado et al., 2020). En particular, los receptores RCB1, se encuentran
distribuidos ampliamente en regiones del SNC como la amigdala, el hipocampo, la
sustancia gris y la corteza prefrontal; participan en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores inhibitorios como GABA y excitatorios como glutamato, lo que
influye directamente en los circuitos neurales relacionados con el SGA; por lo cual,
la activacién del SEC en estas regiones contribuye directamente en la reduccién de
la excitabilidad neuronal asociada con miedo, estrés y respuesta emocional
exacerbada (Lu & Mackie, 2016; Ruehle et al., 2012).

En condiciones fisiologicas normales, el SEC actua como un sistema amortiguador
frente a estimulos hostiles; sin embargo, las disfunciones de este sistema se
relacionan con una hiperactividad del eje HHA y una mayor vulnerabilidad al

desarrollo de trastornos de ansiedad (Hill & Gorzalka, 2009).

En conjunto, el SEC representa un mecanismo neuromodulador clave en el control
de la ansiedad, actuando sobre multiples rutas neuroquimicas y regiones

cerebrales. En medicina veterinaria, el estudio SEC en especies animales abre
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nuevas posibilidades terapéuticas, especialmente en el desarrollo de estrategias
menos invasivas para el manejo del estrés y el bienestar emocional, lo que da
sustento biolégico al uso de fitocannabinoides en cuadros de ansiedad; sin
embargo, es importante sefalar que aun se requiere mayor investigacién para
confirmar su eficacia y seguridad en contextos clinicos veterinarios (Alvarenga et al.,
2023; Yu & Rupasinghe, 2021).

Los fitocannabinoides mas importantes e investigados con actividad sobre el SEC
son el A%-Tetrahidrocannabinol (THC) y el Cannabidiol (CBD), debido a que son los
de mayor concentracion en las plantas de Cannabis. EI THC es el principal
compuesto psicoactivo, mientras que el CBD carece de actividad psicotropica y se
asocia con diversas actividades farmacologicas, como antiinflamatorias,
analgeésicas, anticonvulsivantes, ansioliticas, antioxidantes, neuroprotectoras,

antieméticas y antineoplasicas (Oke, 2021).
2.4. CBD: propiedades y mecanismos de acciéon como ansiolitico

El CBD es uno de los principales fitocannabinoides no psicoactivos derivados de la
planta Cannabis sativa, que interactua con el SEC y presenta una amplia accion
farmacoldgica. Quimicamente, el CBD corresponde a un compuesto lipofilico de
estructura biciclica con un grupo hidroxilo fendlico y una cadena pentilica, con
férmula molecular C,;H3¢,0, (Figura 3) y un peso molecular de 314.46 g/mol.
Presenta un punto de fusiéon aproximado de 66 °C y es insoluble en agua, pero
altamente soluble en disolventes organicos como etanol, metanol, dimetilsulfoxido
y aceites vegetales. Su lipofilicidad, reflejada en un logP de 6.1 , es decir, muy
lipofilico, lo cual favorece su acumulacion en tejidos lipidicos y le permite atravesar
facilmente membranas bioldgicas, incluida la barrera hematoencefalica (Francke
et al., 2021). Es quimicamente estable en condiciones neutras y de oscuridad, pero
susceptible de degradacion por exposicion a la luz, al calor y a pH extremos. El
CBD se encuentra en su forma acida en la planta, como acido cannabididlico
(CBDA) y requiere descarboxilacion térmica para transformarse en su forma neutra
activa (CBD) (Tavcar & Vidak, 2024). Estas propiedades fisicoquimicas condicionan
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su biodisponibilidad, su formulacion farmacéutica y su via de administracion, lo que

afecta directamente su perfil farmacocinético y farmacodinamico.

Figura 3. Estructura molecular del cannabidiol

En varios estudios se reporta el efecto ansiolitico del CBD tras su administracion,
debido a su interaccion con diversos sistemas neurobioldgicos implicados en la

respuesta al SGA, como se menciona en la Tabla 1 (Campos et al., 2016).

Tabla 1. Receptores y sistemas neurobioldgicos asociados con el efecto ansiolitico del CBD

Sistema Receptores clave Actividad
Eje HHA CRH, ACTH, cortisol Respuesta al estrés
GABAérgico GABA-A Inhibicion, efecto ansiolitico
Serotoninérgico 5-HT1a Modulaciéon emocional
Glutamatérgico NMDA Excitacion neuronal
Noradrenérgico al/B Alerta e hipervigilancia
Endocannabinoide RCB4, RCB> Regulacion del estrés
CRH: Hormona liberadora de corticotropina, 5-HT: Receptor de serotonina, NMDA: Receptor N-metil-D-
glutamato

El CBD puede estimular receptores serotoninérgicos (5-HT1a, 5-HT2a y 5-HT3a), asi
como antagonizar receptores a7-adrenérgicos y p-opioides, e inhibir la recaptura
sinaptosomal de neurotransmisores como noradrenalina, dopamina, serotonina y
acido y-aminobutirico (GABA) (Campos et al., 2016; Franco & Perucca, 2019).
Ademas, el CBD ejerce efectos ansioliticos indirectos mediante la modulacion de
receptores centrales como la familia de receptores potenciales de transduccion de
sefial de iones (TRPV1, involucrado en la termorregulacion y nocicepcion) y los
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARYy) y puede influir en
la recaptura sinaptica de neurotransmisores clave. Estas acciones pueden disminuir
la activacion del eje HHA, normalizar el tono serotoninérgico y reducir la carga
excitatoria en las redes limbicas, lo cual se presenta tanto en modelos animales

como en ensayos clinicos en humanos (Blessing et al., 2015; Galiazzo et al., 2022).
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Cabe sefialar que los primeros estudios farmacologicos en animales domeésticos
con un modelo de ansiedad que incluyen la administracion de CBD se realizaron en
caninos, siendo Samara et al. (1988) el primer grupo de investigacion que informo
sobre los efectos de CBD administrado por via oral, destacando la baja
biodisponibilidad y la absorcion incompleta del CBD.

2.5. Farmacocinética del CBD en diversas especies

Diversos estudios describen la farmacocinética del CBD en distintas especies
(Tabla 2) y se observa que existen variaciones importantes en los parametros
farmacocinéticos. Estas investigaciones en modelos animales, como roedores,
gatos, perros y caballos, asi como en humanos, permitid determinar parametros
clave como la concentracion maxima (Cmax), el tiempo para alcanzar la
concentracion maxima (Tmax), la vida media de eliminacion (t2) y la
biodisponibilidad relativa, aportando un panorama comparativo util para la medicina
veterinaria.

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos del CBD en diversas especies

Parametro Caballos Ratones Terneros Perros Gatos
Dosis (mg/kg) 2 13.9 10 5 2y8 2.8-30.5
.V'.a de L. Oral Inhalacién | Oral Oral Oral Oral
administracion
Cmax (ng/mL) 51+14 2.56 106 ~50 250 £ 97
Tmax 24+11h ~5 min ~2h 7.5h 14 h 3.3h
t,/, eliminacion (h) 104+ 6 2.4-53 ~4.2 ~23 ~4.2 2
Biodisponibilidad (%) ~7.9 — — 0-19 —
Referencia Wiliams Schwotzer et al., Meyer et. al., Gamble Kulpa et al,,
etal, 2022 2023 2022 etal., 2018 2021

La absorcion del CBD depende de diversos factores anatdémicos, fisiologicos y
farmacoldgicos que influyen directamente en su biodisponibilidad y en su eficacia
clinica (Chayasirisobhon, 2020).

Uno de los principales factores que afectan la farmacocinética es la via de
administracion; por ejemplo, la via de administracion oral, aunque es la mas comun
y practica, presenta una baja biodisponibilidad del CBD debido al efecto de primer
paso hepatico y a su limitada solubilidad en agua (Millar et al., 2018). En contraste,

otras vias de administracion, como la intravenosa, la sublingual o la inhalatoria,
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pueden ofrecer una absorcidbn mas rapida y eficiente, evitando parcialmente el

metabolismo hepatico inicial (Currie, 2018).

En la tabla 2, se presentan los resultados obtenidos al administrar CBD por via oral
en diversas especies. En caballos, la administracion oral de CBD se asocia con
valores moderados de Cmax ¥ Tmax, €S decir, una biodisponibilidad baja, lo cual
concuerda con lo observado en otras especies, como los perros, donde el efecto de
primer paso hepatico y la limitada solubilidad acuosa del CBD restringen su
absorcion sistémica. Asimismo, la vida media de eliminacion del CBD varia
considerablemente entre especies, siendo mas prolongada en perros (Gamble
et al., 2018), terneros (Meyer et al., 2022) y caballos (Williams et al., 2022), lo que
podria tener implicaciones clinicas relevantes en términos de dosificacion y riesgo

de acumulacion (Kulpa et al., 2021; Schwotzer et al., 2023).

Asimismo, la forma farmacéutica se considera uno de los factores predominantes
gue modifican la farmacocinética. En este sentido, el CBD se administra en diversas
formas farmaceéuticas, como en aceites, emulsiones o nanoparticulas lipidicas, con
el objetivo de mejorar la solubilidad y permeabilidad intestinal, con lo cual se
favorece la absorcion (Bialer et al., 2020); en las diferentes formulaciones se utilizan
vehiculos lipofilicos como aceites de coco, oliva o ajonjoli, lo cual demuestra facilitar
la absorcion intestinal del CBD (Saals et al., 2025).

Otro aspecto importante que modifica la farmacocinética es la dosis administrada,
aunque en general existe una correlacién dosis-dependiente, la absorcion del CBD
no siempre es lineal y su biodisponibilidad puede variar significativamente entre
individuos debido a diferencias en el metabolismo hepatico, la microbiota intestinal
y la capacidad de transporte activo de las células epiteliales del intestino (Moazen
Zaedeh et al., 2024; Nagao et al., 2020). Por ejemplo, en el caso especifico de los
caballos, la farmacocinética del CBD administrado por via oral se caracteriza por
una absorcion limitada y una elevada variabilidad interindividual. Esta variabilidad
esta relacionada con las caracteristicas fisiologicas y anatomicas de la especie.
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Por lo anterior, es importante considerar las particularidades fisiolégicas de cada
especie, asi como el disefio de formulaciones farmacéuticas, para mejorar la

biodisponibilidad y la eficacia terapéutica del CBD.
2.6. Farmacocinética del CBD en caballos

En los estudios reportados en equinos, el CDB se administra principalmente por via
oral. Como ya se menciond, la absorcion oral en caballos depende de la formulacion
y del manejo alimentario, con gran variabilidad tanto interindividual como entre
presentaciones. Las formulaciones orales mas estudiadas son capsulas/polvos y
granulados que suelen mejorar la biodisponibilidad frente a pastas o mezclas
oleosas en muchos farmacos (Sanchez de Medina et al., 2023; Williams et al.,
2022).

Los estudios en caballos presentan parametros farmacocinéticos variables segun la
formulacion, la dosis y el régimen de administracion (unica vs. repetida). Los
hallazgos mas robustos indican la absorcion oral detectada, la conversion a
metabolitos predominantes y, en regimenes multiples, asi como la posibilidad de
acumulacion en tejido adiposo (Ryan et al., 2021; Yocom et al., 2022).

Ryan et al. (2021) administraron CDB solubilizado en aceite de ajonjoli a caballos
por via oral en dosis unicas de 0.5 a 2 mg/kg. En esta investigacion se reporté una
ty, de eliminacion de = 9.9 — 10.7 h; el CBD se detect6 durante 72 h, asi como la
deteccion de metabolitos carboxilados (7-carboxi-cannabidiol) e hidroxilados (7-
hidroxi-cannabidiol) en suero y orina. Asimismo, Yocom et al. (2022), administraron
CBD a caballos por via oral y concluyeron que la dosis de 3 mg/kg de CBD es bien
tolerada, ademas de que la administracion prolongada de hasta 6 semanas no

produce ninguna anomalia bioquimica permanente.

La vida media de eliminacion (t;/, = 10.4 + 6 h) sugiere una permanencia sistémica
suficiente para considerar esquemas de dosificacion espaciados, aunque con
cautela ante un posible riesgo de acumulacion (Wang et al., 2025).
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Los estudios de la administracién de CBD por via oral indican una biodisponibilidad
baja, lo que se atribuye principalmente al efecto de primer paso hepatico y a las

particularidades del tracto gastrointestinal equino.
2.6.1 Via de administracion oral de CBD en caballos

La via de administracion oral en caballos se ve afectada por varios factores como el
estado nutricional del animal, las caracteristicas anatomicas de la especie y la
composicion de los alimentos. Por ejemplo, la administracion de CBD con alimentos
ricos en grasas aumenta su absorcion hasta cinco veces en comparacion con la
administracion de CBD en ayunas (Birnbaum et al., 2019; Moazen Zaedeh et al.,
2024).

Es importante mencionar que existen particularidades anatomicas y fisioldgicas en
los caballos que afectan la absorcion de farmacos administrados por via oral, entre
las cuales se destaca que el caballo es un herbivoro, con intestino posterior (ciego
y colon) fermentador, cuyas particularidades anatomicas y fisiologicas influyen de
manera directa en la absorcion, biodisponibilidad y eficacia de los farmacos
administrados por via oral (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del sistema digestivo del caballo

26



Particularidades anatomicas y fisiologicas del caballo:

e Reducido tamarno del estdmago (aproximadamente el 8—10 % del volumen
total del tracto digestivo).

e Mucosa gastrica escamosa y glandular, y un entorno gastrico acido que
puede degradar principios activos sensibles al pH.

e EIl tiempo de vaciamiento gastrico y la motilidad intestinal hacen que la
digestion estomacal sea rapida y concluya con la fermentacion de los
alimentos en el intestino.

e Una longitud de intestino delgado (= 20 — 25 m); la extension del intestino
delgado influye en el tiempo de transito y en la superficie disponible para la
absorcion, mientras que la elevada motilidad intestinal puede disminuir el
contacto del farmaco con la mucosa intestinal.

e Intestino posterior altamente fermentativo, con microbiota de alta actividad
metabdlica, que puede modificar o degradar ciertos compuestos, alterando
su fraccion absorbible.

El tamario relativo reducido del estdmago, junto con su pH gastrico y el tiempo de
vaciamiento gastrico, condiciona la disolucion y la estabilidad de numerosos
principios activos antes de que alcancen el intestino delgado (principal sitio de
absorcion). Estos factores, sumados al manejo alimenticio, es decir, el tipo de dieta
(acceso libre a forraje frente a dietas altas en grano), hacen que la absorcién oral
en caballos sea compleja y dificil de predecir, lo cual justifica la exploracion de vias
alternativas de administracion en esta especie (Abuhelwa et. al., 2017; Qian et. al.,
2024).

2.6.2 Via de administracion intranasal de CBD en caballos como

estrategia terapéutica

Con base en los desafios que presenta la administracion oral del CBD, como su
baja solubilidad y la degradacion por el metabolismo de primer paso, surge la
necesidad de explorar rutas alternativas mas eficientes para mejorar su

biodisponibilidad y su accion central. En este contexto, la via intranasal presenta un

27



creciente interés por sus ventajas fisiolégicas y farmacocinéticas: la mucosa nasal
presenta una superficie extensa, un alto grado de vascularizaciéon y epitelio
respiratorio, que se conforma por epitelio cilindrico (columnar) pseudoestratificado
ciliado con células caliciformes y epitelio olfatorio (Crowe & Hsu, 2022), lo que
facilita la absorcién rapida de sustancias hacia la circulacion sistémica sin atravesar
el higado. También ofrece una via directa de acceso al sistema nervioso central a
través del trayecto “nariz-cerebro”, evitando la barrera hematoencefalica y
potencialmente acelerando el efecto terapéutico de moléculas lipofilicas como el
CBD (Wu et al., 2025).

La administracion de farmacos por via intranasal aprovecha la caracteristica
fisiologica del epitelio nasal, formado por una mucosa mono pseudoestratificada,
altamente vascularizada y por la amplia area de contacto a la que se tiene acceso
(Crowe & Hsu, 2022; Godge etal., 2023); estas caracteristicas permiten una
absorcion rapida hacia la circulacion sistémica sin atravesar el metabolismo
hepatico de primer paso. Ademas, el acceso directo a través de la region olfatoria
facilita la via “nariz a cerebro” (Wang et al., 2019), lo que permite el transporte a
través de los nervios olfatorios y trigéminos, con potencial para alcanzar el SNC
rapidamente.

Entre las ventajas de esta via de administracion se destacan: inicio de accion rapido
(efecto en 5 a 30 minutos), evitar el metabolismo hepatico, administracién sencilla
sin aguja, buena tolerancia por parte del ejemplar y posibilidad de administracion de
farmacos sin limitaciones por el tamafo de particula del principio activo (Godge
et al., 2023). Sin embargo, hay limitaciones como el volumen maximo tolerado
(dependiente de la especie), la posible irritacion de la mucosa y la limpieza
mucociliar, que puede promover la eliminacion del farmaco entre 15 y 20 minutos
(Clementino et al., 2025).

Algunos ejemplos de farmacos utilizados por esta via de administracién son:
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e Fentanilo intranasal, con biodisponibilidad del 70-90% y efectos
analgésicos en menos de 5 minutos, usado en urgencias y en dolor agudo
(Vidal et al., 2014).

e Midazolam, empleado en urgencias para control de convulsiones, gracias a

su rapida absorcion y efecto sedante (Cornett et al., 2022).

e Esketamina, aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos (FDA) en 2019 como monoterapia en casos de depresion
persistente, con efecto en pocas horas tras la administracion (Gonzalez-
Pinto, 2020).

e Sumatriptan y dihidroergotamina, usados para la migrafia, muestran eficacia
rapida con los sprays nasales (Touchon et al., 1996).

En resumen, la via intranasal representa una opcion no invasiva, ideal para
farmacos que requieren una accidén rapida y acceso al SNC; es importante
considerar sus ventajas fisioldgicas, las limitaciones de volumen y la formulaciéon
adecuada para maximizar la absorcion. La via intranasal ofrece un acceso rapido al
SNC y el posible aumento de la biodisponibilidad de CBD frente a la administracion
oral, lo que constituye una ventaja interesante por investigar, razon por la cual se

eligié esta via de administracion de CBD para la evaluacion en equinos.
2.7. Desarrollo de formulaciones para administracién via intranasal con CBD

Uno de los mayores retos en el desarrollo de productos farmacéuticos veterinarios

a base de CBD es la seleccion de la via de administracion optima (Pires et al., 2009).

Para el disefo de formulaciones intranasales, es crucial considerar las propiedades
fisicoquimicas del CBD, como su baja solubilidad en agua, lipofilicidad,
susceptibilidad a la oxidacién, foto y termosensibilidad (Kosovi¢ et al., 2021). Por
ello, se emplean excipientes para mejorar la solubilidad y la estabilidad del
compuesto (Villafuerte Robles, 2011). Los vehiculos nasales también deben

presentar una viscosidad adecuada, un pH compatible con la mucosa nasal (pH de
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la mucosa nasal en caballos: 5.0-6.5) y una baja toxicidad para evitar dafos o
irritacion (England et al., 1999).

En México, la NOM-012-SAG/Z00-2020 exige criterios especificos de control de
calidad para productos veterinarios nasales, entre ellos el pH, la viscosidad y la
uniformidad de contenido. De manera complementaria, la Guia técnica del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) obliga a
validar métodos analiticos conforme a estandares internacionales , como los de la
FDAvy la Organizaciéon Mundial de la Salud Animal (OIE), asi como las farmacopeas
y diversos codigos que garanticen la identidad, pureza y estabilidad de cualquier
compuesto administrado a animales, como lo es el CBD (SADER, 2021).

En conjunto, el desarrollo de una formulacion intranasal de CBD requiere un
enfoque integral que abarque desde las propiedades fisicoquimicas del compuesto
hasta los aspectos analiticos que garanticen su estabilidad, eficacia y seguridad en

su aplicacion veterinaria.
2.8. Cuantificacion de CBD en diversas matrices

Con la finalidad de verificar la identidad, pureza y concentracion de los farmacos,
asi como evaluar su comportamiento farmacolégico tanto del farmaco como de sus
metabolitos, es importante cuantificar su concentracion en muestras bioldgicas. El
desarrollo de métodos analiticos para la cuantificacion de farmacos en matrices
bioldgicas presenta algunas limitaciones, como la concentracion de los farmacos, la
interferencia de otros metabolitos con similitud estructural, asi como la sensibilidad,
exactitud y precision de las metodologias, por lo anterior, es necesario contar con
meétodos analiticos de deteccion y cuantificacion que permitan estimar los
parametros farmacocinéticos, como la concentracion maxima (Cmax) y tiempo
maximo (tmax ), vida media (t12), entre otras; los cuales son importantes para la

posologia y eleccidén de vias de administracion, entre otras.

Para cuantificar el CBD en formulaciones y muestras biologicas, se emplean
técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
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la cromatografia liquida de ultra alta resoluciéon (UHPLC) y la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). HPLC y UHPLC
permiten la separacion eficiente de cannabinoides, mientras que LC-MS/MS ofrece
mayor sensibilidad, especificidad y es especialmente util para el analisis de
muestras biologicas (Hajrulai-Musliu et al., 2024; Meng et al., 2018; Pichini et al.,
2021).

La caracterizacion y cuantificacion del CBD en diferentes matrices requieren
metodologias analiticas robustas y sensibles, ya que las propiedades fisicoquimicas
del CBD, como la baja solubilidad acuosa y la tendencia a la degradacion,
representan un reto para su deteccion confiable (Citti et al., 2018). Diversos
enfoques cromatograficos se emplean con este propdsito, principalmente técnicas
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acopladas a diferentes tipos de
detectores, en las que factores como el tipo de columna, la composicion de la fase
movil, el flujo y el volumen de inyeccion influyen directamente en la resolucion, el
tiempo de retencidn y la sensibilidad del método (Castaneto et al., 2015; Micalizzi
etal.,, 2021). En la tabla 3 se resumen algunos de los métodos reportados en la
literatura para la determinacion de CBD tanto en productos farmacéuticos como en
muestras bioldgicas, destacando las condiciones cromatograficas clave que

aseguran la precision y la reproducibilidad de los analisis.
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Tabla 3. Metodologias de deteccién de CBD a partir de diversas matrices

. tr Tiempo Longitud . Vol
Detector Matriz A'iq:tt:%:e CBD ( L(/)n?L) ( L(/)n?L) total Fase movil Columna de onda (n::ll;jrjn(i)n) (01(-:) Iny Referencia
(min) | M9 Ho (min) (nm) (uL)
. Analakkattill
UVNis | Producto CBD-THC 7.4 1 NR 20 CHsCON:H;0 | SOLAS 100 A C18 214 15 25 | 20 | amet al,
(75:25) 150%4.6 mm, 5 um) 2022
Phenomenex
. Cannabinoides CH3CN:H20 Kinetex XB-C18 Zivovinovic
UVIVis | Producto | g compuestos) | 02 1 1 20 (50:50) (150 x 4.6 mm, 2.6 220 18208 | 50 | 15 | ;"o 2018
pm)
. Agilent
CHCRLOA | Porosheli®120 SB- Deidda
UV/Vis Producto CBD-THC 6.6 20 2 4 c18 222 0.38 53 10
5mM et. al., 2019
. (150%2. mm, 2.7
(75:25)
pm)
A: SAde
NH,CH;CO,
(10mM a pH
Cannabinoides y 6.15 con Ultra bifenilo Schwope
MS/MS Sangre glucuronidos 5.9 0.001 0.00025 16 CH20z2) (100 x 2.1 mm, 5 - 04 40 25 p
I ) et. al., 2011
cannabinoides B: CHsCN pm)
con 15% de
CHsOH
(Gradiente)
A:HOy
CH30OH B:
. Accucore aQ C18
Producto Cannabinoides 0.00003- H20, CH3sCN Lebel
MSMS | incautado | (24 compuestos) | *3° 0.00061 8 con 0.1% de | (100> 2.1 mm, 2.6 - 0.35 40 1335 1 o ar, 2026
pm)
CH202
(Gradiente)
CH3CN:
Sueroy ACE 3 C18
MS/MS orina CBDy 2 303 | 00001 0.5 NR NH.OH al (100 x 2.1 mm 3 - 0,35 25 | 39 |Rvanetal,
equino metabolitos ng/ml 0.2 % m) 2021
q (Gradiente) H
SAde
NH,CH;CO,
Producto 0.0159 2mM: Agilent Poroshell
MS/MS carnicoy | THC, CBD,CBNYy 381 Ta 0.0053 a 8 CHsCN 120 EC-C18 _ 05 500 10 Sin et. al.,
concentra THCA ’ 0.00742 Ambos con (100 x 2.1 mm, 2.7 ’ 2024
0.02226
do 0.2 % viv um)
de CH20:2

(10:90).




Merck LiChroCart

Medicame SA de TEAP 125-4 LiChrospher
pap | Mos | THC, THOACBN | g 59, 5 1 18 25 mM 60 RP-Select B 210 10 ~ | 10 | Ambach
incautado y CBD :CH3CN et. al., 2014
N (125 mm x4 mm, 5
s (36:64)
pm)
H20
Planta o : CHsCN
derivados | THCA, THC, CBD Ambos con Kinetex 2.6 ym C8 Hadener
DAD incautado | A, CBDy CBN 6.7 03 ! 13 0.1% de (100 x 2.1 mm) 210 0.6 25 | 5 | et al, 2019
s CH202
(Gradiente)
SAde
NH,CH5CO,
Planta o THC, CABsD, CBN, ( 25 ml\j/l: Ag1iI§8tSPBorg1sgell batol /
. - ajustado a - atel et. al.,
DAD dirl\lltgdoos THC, THCA, CBG, 5548 0.0625 0.25 20 pH 4,75 con (3.0 x 75 mm, 2.7 235 0.70 30 10 2017
i CBGA y CBDA CH3COOH) um
: CHsOH
(Gradiente)
CH3CN: H20 PerkinElmer
ambos con BrownleeTM SPP Layton et
PDA Producto CBD-THC 5.2 32 106 8 CH202 C18, 210 1.0 50 25 al 2015'
(0.1%) (3.0 x 100 mm, 2.7 -
(Gradiente) um,)
Metabolitos 7-OH- SA ACQUITY UPLC®
Sueroy CBD, 6-a-OH- NH4HCO, 5 BEH C18 de Pichini
MS/MS orina CBD, 6-B -OH- NR NR NR 8 Mm (pH 7.5) Waters® -- 1.0 50 10 ot al.. 2021
CBD, 7-COOH- : CHsCN (100 x 2.1 mm, 1.7 R
CBD (Gradiente) um)
As-THC, Ao-THC, H20 con CORTECS C18 Lin et al
MS/MS Producto CBD y otros 10 3.49 0.0005 - 9 CH202:CHjs (2.1 x 50 mm, 1.6 - 0,5 26 6,0 a
e - 2022
cannabinoides CN (95:5) um)
ACE C18-PFP de .
UVNVis P'afgt‘: de CBDy THC 8.2 0.01 20-30 CH(%CZ':\‘?;s")'zo (150 x 4.6 mm, 3 220 1.0 55 | 30 zgaz'ro‘jg al,

pm)

SA: Solucién amortiguadora; CBD: Cannabidiol; THC: A%-tetrahidrocannabinol; CBN: Cannabinol; CBG: Cannabigenol; THCA, CBDA, CBGA:

Forma acida del
cannabinoide; CH3CN: Acetonitrilo; mM: milimolar; KoHPO4: Fosfato de Potasio Dibasico; ,NH4CH3COZ: Acetato de amonio; CH3OH: Metanol; H202: Agua; CH20;:
Acido formico; NH,OH: Hidréxido de amonio; TEAP: Fosfato de trietilamonio; CH;COOH: Acido acético; NH,HCO,: Formiato de amonio; NR: No reportado.
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2.8.1 Cuantificacion de CBD en muestras bioldgicas

En las muestras bioldgicas, la sensibilidad del método es un factor relevante debido
a la baja concentracion de CBD. Ademas, es necesario minimizar las interferencias
de compuestos endoégenos o de excipientes. Aunado a esto, el CBD es susceptible
de degradacion, por lo que tanto las formulaciones como las muestras biolégicas
deben conservarse en condiciones controladas: en oscuridad, refrigeracion (2-8 °C)
o congelacion (-20 a -80 °C), y protegidas de la humedad (Dybowski et al., 2023).

Otro paso critico en el analisis es la preparacion de las muestras. En el caso de
formulaciones farmacéuticas, se reporta el uso de disoluciones en disolventes
organicos, seguidas de filtracion. Para muestras de plasma, los métodos de
extraccion mas utilizados incluyen la extraccion liquido-liquido (ELL), la extraccion
en fase solida (SPE) y la precipitacion proteica. Cada técnica presenta ventajas y
limitaciones en cuanto a la recuperacidon, la limpieza de la muestra y la

compatibilidad con el sistema analitico (Dybowski et al., 2023).

Para la extraccion de CBD a partir de muestras bioldgicas, se emplean diversos
meétodos de extraccion; en la tabla 4 se presenta un resumen de las metodologias
de extraccion y algunas ventajas frente a las otras técnicas.

o Extraccion liquido-liquido (ELL): Estudios comparativos en plasma
muestran que ELL ofrece recuperaciones inferiores (= 65%) frente a SPE,
con mayor variabilidad y mayor contenido de interferentes en los
sobrenadantes que pueden afectar los analisis tanto por cromatografia de
gases (GC) como por cromatografia de liquidos acoplada a detectores de
masas (LC-MS).

o Extraccion en fase sélida (SPE): La SPE es un método purificacion basado
en la afinidad selectiva, la muestra pasa a través de un cartucho que retiene
el analito de interés permitiendo su posterior elucion con un disolvente
adecuado, es un método rapido y selectivo, ademas dentro de sus ventajas
se encuentra la disponibilidad de varios tipos de fase estacionaria como
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octadecil (C18) octil (C8) -silano, una recuperacion > 95 %, muy reproducible
en muestras biolégicas. Hay reportes para el analisis de CDB utilizando SPE
acoplado a LC-MS/MS, en columna monolitica C18 bajo gradiente usando 50
ML de muestra, con limites de cuantificacion de 10 ng/mL y linealidad de 10—
150 ng/mL.

QuEChERS: Es un método de extraccion en fase sodlida dispersiva, llamado
asi por sus siglas en inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
(rapido, facil, barato, efectivo, resistente y seguro). Esta técnica mostro
recuperaciones de ~ 87 % de CBD extraido del plasma, pero con una mayor
probabilidad de interferentes que pueden afectar la cuantificacion.

Microextraccion en fase soélida (SPME) y variantes magnéticas: La
SPME es una técnica de preparacion de muestras rapida, sin disolventes y
portatil que utiliza una fibra recubierta (polimero o disolvente) para extraer o
concentrar analitos de matrices liquidas o gaseosas, muy sensible e ideal
para compuestos volatiles. Franco et al. (2022) desarrollaron y validaron una
metodologia para la extraccion de CBD a partir de plasma y saliva mediante
nanotubos de carbono de acceso restringido magnéticos y su cuantificacion
mediante UHPLC-MS-MS. Esta técnica tiene ventajas: minimo uso de
disolvente, posibilidad de automatizacion y buena selectividad, con una
recuperacion similar a la de la SPE (> 95 %) (Franco et al., 2022).
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Tabla 4. Metodologias de extraccion de CBD en muestras biolégicas

Limite de

gn;tgggigﬁ Re%L;p(e:rBaglon cuantificacion Ventajas Referencias
(LOQ, ng/mL)
— ——r — -
] E)_(tracgo_n 65 % en plasma BaJo_costo de Ocque et al.,
liquido-liquido materiales, pero
o 2019
(ELL) menor recuperacion
Extraccp_n en > 95 % en plasma — Alta recuperaciony .o ota I,
fase solida repetibilidad 2022
(SPE)
On-line SPE + 81 —-129 % para 2.5 Muy baja muestra
LC-MS/MS CBD (50 L), alta Franco et al.,
L 2022
sensibilidad
Micro-SPE Precisa y sin 10 Bajo consumo de Cruz et al.,
(SPME) efecto matriz disolvente 2022
=7 o — — -
QuUEChERS 87 % en plasma Ra%l(r:i: yosstiagmlgilo, Dybowski
bero p etal., 2023

interferencias

El analisis de CBD en sangre, plasma y suero requiere métodos de extraccion que
afronten la alta union de CBD a proteinas y a matrices complejas; los estudios
disponibles muestran que la extraccion en fase sdélida (SPE) ofrece una mejor
recuperacion y sensibilidad. EI CBD puede cuantificar en diversas matrices
bioldgicas, por ejemplo:

« Sangre completa, plasma y saliva: Extraccion por SPE con posterior
analisis en LC-MS/MS permite analisis en microvolumenes (50 uL) y fue
validada para CBD con rango de calibracion 10-1,000 ng/mL, LOQ 2.5
ng/mL y recuperaciones de extraccion reportadas entre 81-129% para CBD
(Franco et al., 2022).

o Plasma: Microextraccion en fase solida (SPME) con nanotubos de carbono
restrictivos magnéticos, se desarrollaron y validaron para cuantificar CBD en
plasma; se reportandose una linealidad adecuada, un LOQ de 10 ng/mL, una

precision (CV) <15% y la ausencia de efectos de matriz (Cruz et al., 2022).

Debido a la alta union del CBD a proteinas plasmaticas (= 90 — 94 %), es habitual
incluir pasos de purificacion, como el SPE, que reduzcan las interferencias de la

matriz bioldgica.
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2.10. Desarrollo y validaciéon de un método analitico para la cuantificacion de
CBD

El desarrollo de un método analitico validado para cuantificar CBD es fundamental
para garantizar resultados confiables en formulaciones y estudios farmacocinéticos.
Segun las guias del Consejo Internacional para la Armonizacion (ICH) y la FDA
(ICH, 2021; FDA, 2018), deben evaluarse la selectividad/especificidad, la linealidad
y el rango, la precision, la exactitud, limite de deteccion (LOD), limite de
cuantificacion (LOQ), robustez y estabilidad de la muestra (Mohamed et al., 2021;
ICH, 2021).

e Selectividad y especificidad: Se refieren a la capacidad del método para
diferenciar el CBD de otros compuestos o de interferencias. Se demuestra
mediante pruebas con muestras en blanco y con analitos estructuralmente

similares (productos de degradacion).

e Linealidad y rango: Evalua la respuesta proporcional del detector entre
concentraciones bajas y altas y asegura que los resultados sean validos en
el rango terapéutico esperado.

e Precision y exactitud: La repetibilidad y reproducibilidad se evaluan
mediante réplicas, cuantificando el error de medicion y el sesgo frente a

estandares de concentracion conocidos.

e Limite de deteccién (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ): Se
determinan usando la relacion sefial-ruido (LOD 2 3:1 y LOQ = 10:1) o

mediante desviaciones estandar del blanco.

e Robustez: implica que la cuantificacion del compuesto de interés no se ve

afectada por pequefias variaciones en el flujo, la temperatura o el pH.

e Estabilidad: Se evalua la respuesta del compuesto de interés ante

variaciones en la temperatura, la luz y el tiempo.
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e Efecto matriz y recuperacion: Para matrices complejas, como las muestras
biolégicas, se evalua la exactitud, donde se debe considerar no exigir el 100
% de recuperacion (EMA, 2023).

La validacion de métodos analiticos es un medio esencial para asegurar la
confiabilidad, exactitud y reproducibilidad de los resultados en estudios
farmacocinéticos y en procesos de control de calidad. Numerosas agencias
reguladoras internacionales, como la ICH (Q2), la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) (VICH GL1 y GL2), la FDA, la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), entre otras, establecen
requisitos especificos para la validacion de meétodos, subrayando su caracter
obligatorio en investigaciones formales (Viswanathan et al., 2007). Esta normativa
internacional otorga legitimidad cientifica y respaldo regulatorio a los resultados,
garantizando que los métodos utilizados estén debidamente evaluados y sean
aceptables para aplicaciones clinicas y de calidad. En consecuencia, la validacion
metodoldgica no solo respalda la precision de los datos experimentales, sino
también su credibilidad y su transferibilidad en contextos veterinarios y

farmaceéuticos (More et al., 2025).

Un método validado aporta fiabilidad cientifica, comparabilidad entre laboratorios y
cumplimiento normativo; atributos esenciales para estudios farmacocinéticos y

monitoreo terapéutico. La precision en mediciones favorece:

e Determinacion de la biodisponibilidad, aclarando la absorcién y la distribucion
del CBD.

e Ajuste individualizado de la dosis mediante el seguimiento de los niveles
plasmaticos.

e FEvaluacion de interacciones farmacolégicas y de variaciones patologicas del

metabolismo.

La validacion de un método analitico confiable es un pilar esencial para la
investigacion farmacocinética, ya que permite caracterizar con precision el

comportamiento de un farmaco en el organismo, desde su absorcion hasta su
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eliminacién, y cuantificarlo en distintos momentos posteriores a su administracion.
En el caso del CBD, esto es especialmente relevante debido a su variabilidad
interindividual, su amplio metabolismo hepatico extenso y su biodisponibilidad
dependiente de la via de administracion (Millar et al., 2018).

Un meétodo validado proporciona datos cuantitativos consistentes que permiten
calcular parametros clave como la concentracion maxima, el tiempo para alcanzarla,
el area bajo la curva (AUC), la vida media de eliminacion y la biodisponibilidad
relativa o absoluta (Meyer et al., 2022). Sin un método analitico robusto, estos
calculos pueden subestimar o sobrestimar la exposicion al farmaco, lo que puede

comprometer tanto la interpretacion cientifica como la aplicacién clinica.

En el marco del monitoreo terapéutico, es fundamental disponer de métodos
analiticos altamente sensibles y especificos que permitan correlacionar las
concentraciones plasmaticas de cannabidiol (CBD) con sus efectos farmacoldgicos,
especialmente en especies animales cuyos perfiles farmacodinamicos aun estan en
investigacion. Esta correlacion es esencial para ajustar dosis individuales y
equilibrar la relacion entre la infraexposicidn (que podria resultar en falta de efecto
terapéutico) y la toxicidad (efectos adversos), un aspecto critico en animales de alto
valor como los equinos de competencia (Lainesse, 2009; Riviere & Papich, 2017).
En la practica veterinaria, este enfoque se fundamenta en principios de
farmacocinética y farmacodinamica, que permiten la optimizacion de regimenes
terapéuticos basados en la respuesta individual del paciente y los parametros del

farmaco (Toutain et al., 2010).

Ademas de esto, en medicina veterinaria la cuantificacion precisa de CBD también
tiene implicaciones regulatorias y legales, sobre todo en contextos deportivos,
donde se requiere demostrar que no existe presencia de cannabinoides en los
ejemplares, ya que todos estos se encuentran en la lista de sustancias prohibidas

emitida por el organismo rector internacional de los deportes ecuestres (FEl,
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Federacion Ecuestre International). Asimismo, permite establecer intervalos de
retiro en animales productores de alimentos o bien documentar la ausencia de

residuos activos (Health Canada, 2022).

La farmacocinética también es clave para el disefio de formulaciones, ya que
permite comparar las vias de administracion (oral, intranasal, transdérmica),
optimizar los excipientes y desarrollar esquemas de liberacion sostenida o dirigida.
Sin un método validado, cualquier comparacién entre formulaciones carece de valor

cientifico y clinico (Chaudhari & Bhat, 2025; Chung et al., 2025).
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3. Planteamiento del problema

La ansiedad en los animales es un estado fisiopatoldgico que altera la homeostasis,
la inmunidad, la conducta y el rendimiento productivo y deportivo; este desequilibrio
se traduce en pérdidas clinicas y econdmicas medibles. Los caballos son animales
presa, altamente reactivos al ambiente y particularmente sensibles a cambios en la
rutina, el aislamiento, el transporte y al manejo. Ante estados de ansiedad croénica,
pueden manifestar comportamientos estereotipados, los cuales constituyen
indicadores conductuales clave para la deteccion de estos trastornos. Para el control
terapéutico de la ansiedad existen diversas estrategias; sin embargo, en los ultimos
afos ha crecido el interés por terapias basadas en productos naturales,
especialmente aquellos derivados de Cannabis, en particular el CBD (Barnes, 2021;

Camargo, 2010; Mufoz-Alonzo et al., 2015).

El CBD en caballos usualmente se administra por via oral; sin embargo, esta via
presenta algunos inconvenientes importantes como la rapida metabolizacion por
efecto de primer paso, las variaciones en la absorcion dadas por el alimento o la
baja biodisponibilidad, por mencionar algunos (Sanchez de Medina et al., 2023). Por
este motivo, la via intranasal podria ser una opcion viable, ya que presenta ventajas
farmacocinéticas que contrarrestan las desventajas de la via convencional; ademas,
apunta a ser una buena eleccion para el acceso de moléculas al sistema nervioso
central, lugar donde existe gran presencia de receptores que pueden interactuar con
CBD (Paudel et al., 2010). A pesar de ello, en la literatura no existe evidencia
suficiente sobre la viabilidad de la via intranasal para la administracion de CBD en
equinos, asimismo, no hay reportes de métodos analiticos para la cuantificacién de
CBD en muestras de plasma por HPLC acoplado a un detector DAD, lo cual limita
la evaluacion de las concentraciones de CBD en muestras plasmaticas de equinos.
Por lo anterior, surge la necesidad de desarrollar un estudio que permita evaluar

experimentalmente la farmacocinética del CBD administrado por via intranasal en
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caballos, asi como de desarrollar y validar un método analitico sensible y especifico

para cuantificar su concentracion tanto en suspensién como en plasma equino.
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4. Justificacion del estudio

El CBD presenta una variedad de efectos terapéuticos; es ampliamente
comercializado y estudiado en medicina humana; a pesar de esto, sus efectos
terapéuticos no han sido estudiados de forma similar en medicina veterinaria,
especialmente en grandes especies como los equinos. Un aspecto critico en la
aplicacion terapéutica del CBD es la via de administracion; en equinos, las formas
mas empleadas son la oral y la topica, aunque ambas presentan limitaciones
importantes como baja biodisponibilidad, alta variabilidad en la absorcidon y
metabolismo hepatico de primer paso, pero estas limitaciones también abren la
posibilidad a la optimizacion.

Una forma de contrarrestar las limitaciones mencionadas es cambiar la via de
administracion; en este caso, la administracion intranasal se plantea como una
estrategia eficaz, ya que podria permitir una absorcion rapida y directa en la
circulacion sistémica, evitando el metabolismo hepatico y aumentando la eficiencia
terapéutica (Lacerda et al., 2025; Paudel et al., 2010). Sin embargo, para asegurar
la exactitud de la concentracion administrada y verificar las concentraciones
alcanzadas a nivel sistémico, es importante contar con métodos analiticos validados
para cuantificar el CBD en las diversas formulaciones, asi como en muestras
biolégicas como plasma equino, que permitan una cuantificaciébn precisa para
respaldar cientificamente la dosificacion, la eficacia y la seguridad del CBD
(Andonova et al., 2021).

Herramientas como HPLC, CG y espectrometria demuestran ser confiables en
estudios analiticos de cannabinoides (Radwan et al., 2017). Contar con un método
validado no solo garantiza la calidad del producto administrado, sino que también
permite establecer correlaciones entre dosis, concentraciones plasmaticas vy
respuesta clinica, lo cual resulta indispensable para determinar eficacia, ajustar
esquemas terapéuticos y garantizar la seguridad del tratamiento (Martinez Naya
et al., 2024).
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Por otro lado, evaluar el efecto ansiolitico en equinos representa un desafio, ya que
la ansiedad suele asociarse a situaciones de estrés agudo. En este sentido, la
Escala de la Mueca Equina (Dalla Costa et al., 2014), basada en las Unidades de
Accion Facial, constituye una herramienta no invasiva y confiable para detectar
cambios conductuales y fisiologicos en el rostro de los caballos (Clark et al., 2020).
Su caracter no invasivo es especialmente valioso, ya que minimiza la interferencia

asociada al manejo y permite obtener resultados mas precisos.

En conjunto, la evidencia disponible muestra vacios significativos en torno al uso
del CBD en equinos, en particular en cuanto a la via de administracion y a la
evaluacion objetiva de su efecto ansiolitico. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto del cannabidiol (CBD) administrado por via intranasal
en caballos mediante la obtencion y el analisis de datos cualitativos relacionados
con el comportamiento del ejemplar (escala de la mueca asociada a la ansiedad),
con el fin de contar con un estudio piloto orientado a generar evidencia que sustente
investigaciones posteriores de mayor alcance, asi como desarrollar y validar un

meétodo analitico por HPLC para la cuantificacion de CBD en plasma equino.
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5. Hipotesis

La administracidon intranasal de cannabidiol (CBD) en caballos producira una
disminucién observable en los indicadores conductuales asociados con ansiedad,
evaluados mediante la escala de la mueca equina, en comparacién con los valores
basales, y se podra evaluar la farmacocinética cuantificando la concentracion
plasmatica de CBD mediante un método analitico validado, mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplada a un detector de arreglo de diodos

(DAD).

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto farmacoldgico del CBD administrado por via intranasal en caballos,
cuantificando la concentracion plasmatica del CBD (HPLC-DAD) y analizando los
datos cualitativos relacionados con el comportamiento del ejemplar (escala de la
mueca asociada a la ansiedad), con el fin de contar con un estudio piloto orientado

a generar evidencia que sustente investigaciones posteriores de mayor alcance.

6.2 Objetivos especificos

e Desarrollar y validar un método analitico de HPLC-DAD para detectar y

cuantificar CBD en muestras de plasma de caballos.
e Disefar un método de administraciéon de CBD por via intranasal en caballos.

e Evaluar el efecto ansiolitico del CBD por via intranasal en caballos.
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7. Material y métodos

7.1 Animales

En este estudio preliminar se utilizaron cuatro caballos adultos, enteros,
clinicamente sanos: dos hembras y dos machos de raza Cuarto de Milla, con un
rango de peso corporal entre 450 y 500 kg y de edad entre 3 y 14 afos. Los
ejemplares fueron alojados en estabulacion individual en las instalaciones del
rancho “Los Chilpas”, ubicado en San Miguel Ajusco, Tlalpan, Ciudad de México
(19.2343810, -99.2285060, latitud/longitud).

El experimento se realizé en la temporada de otoho. La temperatura ambiental
oscilo entre 7.3° y 19.7 °C, con una humedad relativa de 57%, sin control de luz-
oscuridad, con aproximadamente 11 h de luz al dia (Weather, 2025); el manejo de
los ejemplares para la administracion y toma de muestras se realiz6 a partir de las
9:00 am. El régimen de alimentacion consistio en 2 kg de avena en paca, 3 kg de
grano de avena mas 200 g de salvado y 1.5 kg de alimento concentrado (Omolene
Purina®) dos veces al dia. Asimismo, la actividad fisica se control6 y estandarizo
para todos los ejemplares, con el objetivo de mantener condiciones de manejo
homogéneas durante el periodo experimental. El cuidado y manejo de los caballos
se llevo a cabo de conformidad con la NOM-062-Z00-1999 (Diario Oficial de la
Federacion, 2001), que establece las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio en México, asi como en apego a los
lineamientos internacionales de bienestar animal recomendados por la EMA (EMA,
2016) y la Guia de cuidados y uso de animales de laboratorio (NRC, 2011).

El uso de animales fue aprobado por el Consejo de Bioética y la Division de Ciencias
Bioldgicas y de la Salud de la UAM, Unidad Xochimilco, como parte del proyecto
“‘Uso de suplementos nutricionales a base de nutraceuticos de origen herbal, en
animales con fermentacion posgastrica (équidos y lagomorfos), que repercutan
como factores de crecimiento e incrementen las caracteristicas organolépticas en
carne de conejo, ademas de la salud de los equinos” con numero de Oficio:
X.DCBS.CD.289.24
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Las dosis de 0.6 mg/kg/d y 1.2 mg/kg/d fueron seleccionadas con base en estudios
farmacocinéticos previos en caballos (Ryan et al., 2021; Yocom et al., 2022), en los
que se describen rangos de dosificacion seguros y concentraciones plasmaticas
cuantificables tras la administracion oral de CBD. Considerando que la via intranasal
incrementa la biodisponibilidad de diversos farmacos entre un 34 % y un 46 % en
comparacion con la via oral, se plante6 que un efecto farmacolégico de magnitud
similar podria alcanzarse mediante una reduccion aproximada del 40 % al 60 % de

la dosis reportada para la administracion oral (Paudel et al., 2010).

La solucién de CBD se administro por via intranasal; para asegurar una dosificacion
precisa y una correcta dispersion de la SO, se utilizé una jeringa de 5 mL sin aguja.
De la SO se administraron 2.5 mL en cada narina (5 mL en total). Para minimizar el
riesgo de pérdida por deglucidn o estornudo, el personal encargado de manipular al
ejemplar realizd una extension cervical, manteniendo el craneo ligeramente

inclinado hacia arriba durante cinco minutos, como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Contencion del movimiento de caballo tras la administracion de la solucion de
CBD.

Para realizar la evaluacion con la escala de la mueca de forma asincronica, se tomo
evidencia videografica antes y después de la administracion de la SO. Ademas, se
tomaron muestras sanguineas de la vena yugular en los siguientes tiempos: basal

(0 min), 5, 15, 30, 60 min posteriores a la administracion. Las muestras fueron
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recolectadas en tubos con EDTA, centrifugadas a 3300 rpm durante 15 minutos, y
el plasma resultante se almaceno en microtubos a —70 °C hasta su analisis. De cada
tiempo de muestreo se obtuvieron 20 mL de sangre y entre 5y 6 mL de plasma, que
se congelaron a -70 °C para su posterior analisis.

7.2 Materiales

El CBD se obtuvo mediante donacién de dos presentaciones de CBD: una en forma
de sdlido blanco cristalino y otra en forma de resina. Previo al estudio, se realiz6 un
analisis por cromatografia de gases acoplada a un detector de masas para
corroborar su identidad y pureza: el sélido blanco cristalino, con una pureza de
99.38%, y, por otro lado, el CDB en forma de resina, con una pureza de 91.91%, se
analizaron por HPLC-DAD. El acetonitrilo y agua fueron grado HPLC (Tecsiquim ®;
Toluca, México); el sulfato de sodio y metilterbutiléter (J.T. Baker ®, Nueva
Jersey,Estados Unidos) fueron grado reactivo. Para la purificacion de las muestras
biolégicas se utilizaron cartuchos de extraccion en fase solida (SPE)
CHROMABOND® C8 (Macherey-Nagel, Alemania), a base de particulas porosas de
silice ligada a octilo (C8), con tamafo de particula de 45 ym y capacidad de la
columna SPE de 1 mL por cada 100 mg de adsorbente. Acrodiscos de jeringa de
nylon (Jin Teng ®, Tianjin, China) con diametro de 25 mm y tamario de particula de
45 um. El aceite de ajonjoli fue adquirido en la Farmacia Paris ® (Ciudad de México,
México) con pureza del 100%.

7.3 Desarrollo y Validacion del método analitico para detectar y cuantificar
CBD

7.3.1 Preparacion de disoluciones y muestras

Fase movil (FM): Se mezclan acetonitrilo y agua en una relacion de 75:25 % v/v.

Solucion oleosa de CBD (SO): Se pesaron 1.2 g de CBD y se adicionaron 10 mL de

aceite de ajonjoli; la mezcla se agitd a temperatura ambiente hasta su disolucion
(120 mg/mL) y se protegio de la luz.

48



Solucion A estandar de CBD para la cuantificacion en SO: Se pesaron 12 mg de
CBD (99.38 % de pureza) en un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvio con la
minima cantidad de acetonitrilo (CH3CN) y se llevo a aforo con el mismo disolvente
(1.2 mg/mL). A partir de esta disolucion, se tomd 1 mL con una pipeta volumétrica y
se transfiri6 a un matraz volumétrico de 10 mL. Se aforé con fase movil (0.12
mg/mL). La disolucion resultante se filtr6 utilizando acrodiscos de nylon con tamafio

de poro de 0.45 pym.

Solucion stock B: Se pesaron 10 mg de CBD, se transfirieron a un matraz aforado

de 10 mL, se disolvieron con la minima cantidad de CH3;CN vy se llevaron a aforo
con el mismo disolvente (1.0 mg/mL). De la disolucion anterior se tom6 1 mL y se
transfirid a un matraz volumétrico de 10 mL hasta alcanzar una concentracion de
0.01 mg/mL.

Solucion B estandar de CBD para la cuantificacion en plasma: Se pesaron 10 mg

de CBD, se transfirieron a un matraz aforado de 10 mL, se disolvieron con la minima
cantidad de CH3;CN y se llevaron a aforo con el mismo disolvente (1.0 mg/mL).
Mediante diluciones sucesivas de 1 mL, transferidas a matraces volumétricos de 10
mL, hasta alcanzar una concentracién de 0.001 mg/mL, la disolucion resultante se

filtr6 utilizando acrodiscos de nylon con un tamano de poro de 0.45 pm.

Preparacion de las muestras para cuantificacion de CBD en la SO: Se tomaron 100

uL de la SOy se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL, se diluy6 con 5 mL
de CH3CN, la solucién fue llevada a sonicacion durante 2 minutos, y se aforé con
CH3CN, se dej6 reposar durante 30 min y posteriormente se separd la fase organica
de la fase oleosa. La separacién de fases se realizO mediante un embudo de
separacion. Se tomé 1 mL de la fase organica, se transfirié a un matraz volumeétrico
de 10 mL y se llevo a volumen con la fase movil. La disolucion resultante se filtrd

utilizando acrodiscos de nylon con tamafio de poro de 0.45 um.

Preparacion de las muestras para cuantificacion de CBD en plasma: Las muestras

de plasma se descongelaron a 25 °C, se tom¢6 800 uL de plasma y se transfirio a

tubos eppendorf de 2 mL, se le anadid 200 yL de CH;CN y se agitdé en vortex
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durante 1 min, posteriormente se llevé a agitacion durante 30 min a 5°C, al término
las muestras se llevaron a centrifugacion durante 20 min a 5°C y 13000 rpm. El
sobrenadante Ay la fase solida se separan (Figura 6).

CH;CN
am
200pL Agitacién en Centrifugacion a
refrigeracion 13000 rpm, 5°C
30'min durante 20 min
Sobrenadante
. / .
800uL 5
—_— — -
P —~—— Fase solida
Plasma e -
descongelado

Figura 6. Diagrama para la extraccion liquido-liquido de CBD de plasma equino

A la fase solida se le adicionaron 200 yL de CH3;CN y se agit6 con vortex durante 1
min; posteriormente, se agito mecanicamente durante 30 min a 5 °C y se centrifugd

durante 20 min a 5 °C a 13000 rpm, obteniéndose el sobrenadante B (Figura 7).

= chen
- Agitacion en . L.
refrigeracion ?ggggl:gz?'%’:g 4
200uL 30 min durante 20 min
e il Sobrenadante
D Vs < :

| _— \F‘ ~

v — — \. Fase sdlida
Romper sélido —

mecanicamente

Figura 7. Diagrama para la extraccion solido-liquido de CBD del residuo de plasma

Los sobrenadantes recuperados (A y B) se mezclaron y se conservaron en
refrigeracion durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugaron durante 20 min a 5

°C y 13000 rpm. El sobrenadante recuperado fue purificado mediante extraccion en
fase sélida (SPE; Figura 8).
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Figura 8. Centrifugacion del sobrenadante recuperado de las ELL y ESL

Para la SPE se empleé un cartucho CHROMABOND® (Macherey-Nagel, Alemania)
C8. El cartucho se acondicion6 con 2 mL de H20. Luego se afadié el sobrenadante.
Para el lavado se agregaron 2 mL de H20 y para la elucion de CBD se agregaron
500 pyL de CH3CN, mismos que se recuperaron para su posterior inyeccion en el
sistema cromatografico. Este ultimo paso se realizé por triplicado para asegurar la

elucion completa de CBD (Figura 9).

.

Llevar a vial para su
Acondicionar con Afadir Lavar con 1 mL Agregar 500 pL inyeccion en el sistema
2mL de H,0 sobrenadante de H,0 de CH;CN cromatografico

Figura 9. Proceso SPE para la purificacion de CBD extraido de plasma
7.2.2 Condiciones de operacioén del sistema cromatografico

La metodologia analitica fue desarrollada empleando un cromatografo Agilent
Technologies ® (California, Estados Unidos) serie 1260 equipado con
automuestreador, termostato de columna y detector de arreglo de diodos (DAD).

Los datos, como el area, el tiempo de retencion (ir) y la simetria (Symm) de cada
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pico, se calcularon con el software OpenLAB CDS (Agilent Technologies ®). El
meétodo fue desarrollado por cromatografia en fase inversa, se utilizé una columna
Phenomenex® (California, Estados Unidos) Luna C18 (150 x 3.0 mm, 5 ym, 100 A)
y la fase movil fue una mezcla de acetonitrilo: agua en relacion 75:25 % vlv
(CH3CN:H,0), con un flujo de 1.0 mL/min y temperatura controlada a 25 °C, el
volumen de inyeccién fue de 20 yL para las muestras de SO y de 40 yL para las
muestras de plasma. La deteccion se realiz6 a longitudes de onda (A) de 210, 220
y 254 nm; adicionalmente, se colectaron absorbancias entre 200 y 400 nm para
evaluar la pureza espectral. Para la seleccién de la metodologia se evaluaron
diferentes parametros: proporcion de disolventes, temperatura y volumen de

inyeccion.

7.3.3 Validacion del método analitico para la identificacion y
cuantificacion de CBD

La validacion del método analitico para la identificacion y cuantificacion de CBD se
llevo a cabo siguiendo las recomendaciones establecidas en las guias ICH Q2(R) y
ICH M10 (ICH, 2021), que proporcionan criterios internacionales para garantizar la
fiabilidad y la reproducibilidad de los métodos de analisis farmaceéutico. Los
parametros evaluados incluyeron la adecuabilidad del sistema, especificidad,
linealidad, precision, exactitud y limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ),
los cuales permiten garantizar que el método sea adecuado para su aplicacién en
muestras con diferentes matrices, como la oleosa y las bioldgicas, entre otras, y

asegurar que los resultados sean precisos, reproducibles y, por lo tanto, confiables.

Adecuabilidad: La adecuabilidad del sistema cromatografico se evalué mediante 6
réplicas de la inyeccion de la Solucion A del estandar de CBD. Se determiné la
repetibilidad de las areas del CBD y del tiempo de retencion (tr) mediante el
coeficiente de variacion (CV), considerandose aceptable un valor <2 %. La simetria
de los picos cromatograficos se considero aceptable cuando el valor fue =2 0.8 (ICH,
2021).
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Especificidad: Se evalu6 la especificidad del método mediante inyecciones
independientes de la fase movil, los placebos (plasma y aceite de ajonjoli
previamente tratados), las soluciones Ay B de los estandares de CBD, asi como las
muestras (SO y plasma), asegurando que la respuesta obtenida corresponda
exclusivamente al analito de interés y que las matrices no generen interferencias

para la identificacion y cuantificacion de CBD.

Limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ): Se pesaron por triplicado 10 mg
de CBD, se transfirieron a un matraz volumeétrico de 10 mL y se aforaron con CH3CN
(1 mg/mL); a partir de la soluciéon de 1 mg/mL se realizaron diluciones sucesivas
para obtener concentraciones de 62.50, 31.25, 15.62, 7.81, 3.91 y 1.95 pg/mL,
filtradas con acrodiscos de nylon de 0.45 uym. Con los resultados obtenidos se
determinaron la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (r = 0.99), el
coeficiente de determinacién (r? > 0.98) y el CV de cada nivel (CV < 2 %) (ICH,
2021). Los valores de LOD y LOQ se calcularon a partir de las curvas de calibracion

en el rango de 1.95 a 62.5 ug/mL.

La estimacion del limite de deteccidn (LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ) se
realizé mediante el método basado en la desviacion estandar de la respuesta y la
pendiente de la curva de calibracién, conforme a los lineamientos establecidos por
la FDA (2018) y la ICH Q2(R2) (2021). Para ello, se calcularon los valores de LOD
y LOQ a partir de la curva de calibracion A, se estimo el intervalo de confianza para
la pendiente a través de la siguiente ecuacion:

14 ! 1
IC (Bl) - b1 i t0_975'n_25b Sb - Sy/x sz_w

Sy

) :ijZ—bley—boZy

n—2
A continuacion, se calculé la desviacién estandar de la ordenada al origen (Sko)

1 |1 (x)2 X
== |-+ —= donde x ==
Spo . + sz—@,’?z n
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Una vez obtenidos los valores anteriores, se estimaron los limites empleando las

siguientes ecuaciones:

(33 %5S,/5) 100 - (10 * S, /)

LOD =
By Y B

Donde: Sy« corresponde a la desviacion estandar de la regresion; Spo es la
desviacion estandar de la ordenada al origen; Bo representa la ordenada al origen;
B1 representa la pendiente de la recta. Asimismo, se determind el intervalo de
confianza para la pendiente (IC 1) con un nivel de confianza o 0 0.05, con el
propdsito de evaluar la precision de la relacion concentracidn—respuesta y confirmar

la robustez del modelo empleado.

El método analitico desarrollado se utilizé para cuantificar CBD en solucién oleosa
y en plasma (matriz biologica). Al tratarse de matrices diferentes, requieren
procedimientos y metodologias distintos; ademas, los rangos de concentracion para
la cuantificacion son distintos; por ende, la metodologia para evaluar el parametro
de validacién es distinta y se describe a continuacion.

7.3.3.1 Validacion del método analitico para la cuantificaciéon de
CBD en SO

Linealidad del sistema: La linealidad se determin6 mediante tres curvas de
calibracion en un rango de 72 a 168 yg/mL, con 5 niveles de concentracion (60, 80,
100, 120 y 140 %) como se indica en la tabla 5, evaluados por triplicado, siendo el
100% la concentracion de 120 pg/mL. A partir de los datos obtenidos, se calculé la
ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacién (r = 0.99), el coeficiente de
determinacion (r?> 0.98), la pendiente (1) y el CV de cada nivel (CV < 2.0 %).
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Tabla 5. Concentraciones para la curva de calibracién de la linealidad del sistema

Nivel Concentracion (%) Concentracién (ug/mL)
1 60 72
2 80 96
3 100 120
4 120 144
5 140 168

Precision: Se inyectd por sextuplicado la solucién A. La precision se evaluo
mediante el coeficiente de variacion entre las réplicas de la solucion A (CV < 2 %).

Exactitud: Se pesaron 120 mg de CBD, se transfirieron a un tubo Eppendorf y se
agrego 1 mL de aceite de ajonjoli con una pipeta volumétrica. La solucion se agitd
con vortex durante 5 min. De la solucion anterior se midio 100 pL, transfirié a un
matraz volumeétrico de 10 mL, se afor6é con FM, se agitd durante 1 min y se dejé
reposar durante 30 min, después de la separacion de las fases se tomé un 1 mL de
la fase organica, se transfiri6 a un matraz volumeétrico de 10 mL y se aforé con FM,
la disolucion resultante se filtré utilizando acrodiscos de nylon con tamafno de poro
de 0.45 uym, este procedimiento se realizd por sextuplicado. El porcentaje de recobro
se determin6 empleando la respuesta cromatografica de cada muestra de exactitud
y la respuesta de dos soluciones estandar A, inyectadas por triplicado. Se considero
aceptable que el promedio del porcentaje de recobro se encontrara dentro del rango
de 95-105 %; el intervalo de confianza del porcentaje de recobro debe incluir la
media aritmética o el 100% y se evaluo el CV del porcentaje del recobro <2 % (ICH,
2021).

7.3.3.2 Validacion del método analitico para la cuantificaciéon de

CBD en plasma

Linealidad del sistema: La linealidad se determin6 mediante tres curvas de
calibracion, con la evaluacion de 6 niveles de concentracion, de 62.50 a 1.95 uyg/mL,
evaluados por triplicado. A partir de los datos obtenidos, se calcul6 la ecuacion de
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la recta, el coeficiente de correlacion (r= 0.99), el coeficiente de determinacién (r? >
0.98), la pendiente (B1) y el CV de cada nivel (CV < 2.0 %).

Precision: Se inyectd por sextuplicado la solucién B. La precision se evaluo

mediante el coeficiente de variacion entre las réplicas de la solucion B (CV =2 %).

Exactitud: Se prepararon seis muestras de plasma cargadas; para cada preparacion
se tomaron 200 pL de solucion stock B, que se adicionaron a 800 pL de plasma, y
se realiz6 el procedimiento descrito para la preparacion de las muestras destinadas
a la cuantificacion de CBD en plasma. El porcentaje de recobro se determiné
empleando la respuesta cromatografica de cada muestra, con exactitud cuantificada
mediante estandar externo, en la que se considerod la respuesta de dos soluciones
estandar B inyectadas por triplicado. Se consider6 aceptable que el promedio del
porcentaje de recobro se encuentre dentro del rango de 85-115 %, un intervalo de
confianza del porcentaje de recobro que debe incluir la media aritmética o el 100%
de recuperacion y un CV del porcentaje del recobro < 15 % (AOAC, 2016; ICH M10
EMA, 2023)

7.4 Preparacion de la solucién oleosa (SO) con CBD para su administracion

en caballos por via intranasal

El CBD se disolvidé en aceite de ajonjoli a una concentracién de 120 mg/mL. La
preparacion se realizd bajo condiciones controladas y se mantuvo en recipientes de
vidrio ambar para evitar su degradacion por la exposicion a la luz. Previo a la
administracion, se revisa que la solucion oleosa de CBD (SO) se mantenga
homogeneizada para garantizar una distribucion uniforme del compuesto y se
corroboro la concentracion de CBD en la solucion mediante un analisis de HPLC-
DAD.

7.5 Evaluacion del efecto ansiolitico de CBD por via intranasal en caballos

La evaluacion del estado ansioso de los ejemplares se realizé mediante la Escala
de la Mueca Equina. Para cada caballo, se determinaron las constantes fisiolégicas

como: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura, ademas se
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registraron imagenes y/o videos de la region facial en situaciones controladas
(mencionadas en el disefio experimental); como estimulo estresor los ejemplares
fueron expuestos a un costal anudado a un palo, el cual fue agitado de forma ritmica
y a una distancia segura del animal (aproximadamente 2 metros) para generar ruido
y movimiento como se observa en la figura 10. Este estimulo estresor se aplico
durante 40 s, a partir de 2 minutos después de la administracion de la SO de CBD,

y a los tiempos 15, 30 y 60 antes de la evaluacién de la EM.

&,

LT S :
s. Se observa a un ejemplar siendo inducido a

g it
Figura 10. Estimulo estresor en caballo

estadio de estrés agudo basado en la estimulacion audiovisual con un costal

Este procedimiento tuvo como objetivo provocar una reaccién de alerta sin
comprometer el bienestar del ejemplar e identificar variaciones en la UAF, tales
como:

Orejas rigidas hacia atras

Tension orbital

Tension en la region supraorbital

Tension en los musculos masticatorios

Tension de boca y mentdn mas pronunciado

2 L o

Fosas nasales dilatadas o contraidas

Las UAF fueron documentadas en registros audiovisuales, los cuales se analizaron
de manera sistematica, asignando puntajes de 0 a 2 segun la intensidad de cada
UAF, donde: 0 es ausencia; 1, presencia moderada; y 2, presencia evidente. El
resultado es la escala de mueca (EM), que puede ir del 0 al 12 puntos; 12 es el nivel
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maximo en cada evaluacién, en el que el ejemplar estaria en el estado de mayor
tension, asociado a dolor y ansiedad. Los registros audiovisuales fueron analizados
por tres evaluadores previamente capacitados para reducir sesgos y asegurar la
reproducibilidad de los resultados.

La EM se utilizé para evaluar los cambios en el comportamiento antes y después
de la administracion de CBD por via intranasal (2 ejemplares) e intravenosa (2

ejemplares).
7.6 Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa JMP® (SAS Institute
Inc., Carolina del Norte, Estados Unidos), version 16.0. Para la validacion del
meétodo analitico se realizaron pruebas paramétricas. Los datos se presentan como
promedio + desviacion estandar (o). Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) para
la regresion. Los valores de probabilidad (p) < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

Para la evaluacion de la Escala de la Mueca Equina (EM) se considero que los datos
son ordinales y fueron transformados a una escala cuantitativa con fines analiticos;
también se tomo en cuenta que se contd con 2 unidades experimentales por via de
administracion, por lo cual no se asumio la normalidad en la distribucién de los datos
ni la homogeneidad de varianzas. La EM fue evaluada a diferentes tiempos de
muestreo en un mismo ejemplar, por lo anterior, se emplearon pruebas estadisticas

no paramétricas para medidas repetidas.

Los datos obtenidos de la EM fueron evaluados de manera independiente para cada
via de administracién empleando la prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis, la cual es
un método no paramétrico para determinar si existen diferencias significativas entre
las medianas de 3 0 mas grupos; es considerada la alternativa directa de un analisis
de varianza (ANOVA) de un factor cuando los datos no se ajustan a la normal o el
numero de datos es pequeno. Se considerd un nivel de significancia de a = 0.05.

Cuando se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la prueba de
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Wilcoxon/Kruskal-Wallis, se realizaron pruebas post hoc de comparacién de
medianas, para lo cual se empleé la prueba de Dunn, en la que se compararon los

diferentes tiempos (5, 15, 30 y 60 min) vs el control (tiempo 0 min).
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8. Resultados y discusion

8.1 Desarrollo y validacion de un método analitico HPLC-DAD para detectar y
cuantificar CBD

En esta seccion se presentan los principales hallazgos derivados del analisis de
datos recolectados para el desarrollo y la validacion del método analitico de la
deteccion y la cuantificacion de CBD por HPLC-DAD a partir de muestras de

solucion oleosa y muestras de plasma equino.
8.1.1 Método analitico para la cuantificacion y deteccion de CBD

La cromatografia en fase inversa para el analisis de CBD se realizé con las
condiciones cromatograficas mencionadas anteriormente; bajo estas condiciones,
el tr de CBD fue de 3.6 min (Figura 11). El tiempo total de corrida para muestras de
CBD en solucién oleosa fue de 5 min, mientras que para las muestras de CBD en
plasma fue de 10 min.

3
Q

Area (mAU)
2

o5 1 15
T DADT A, 5ig=220.4 Ref=360,100 (CBDICBD1 2025-01-20 15-05-01WW11 D)

35631

Area (mAU)
®
8

T T T T T T T T T
05 1 1.5 2 25 E] a5 4 45 mi

Tiempo (min)

Figura 11. Cromatogramas de Cannabidiol Se observan los cromatogramas de la
solucion A estandar de CBD (11a) y el cromatograma de una muestra de SO (11b),

ambos con tr = 3.6 min.
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El tr de CBD vy el tiempo total de analisis obtenidos en esta investigaciéon son
menores que lo reportado para el analisis de CBD utilizando columnas de
dimensiones similares (Analakkattillam et al., 2022; Deidda et al., 2019; Zgair et al.,
2015; Zivovinovic et al., 2018).

8.2 Validacion del método analitico para la cuantificacion y deteccion de CBD

Con el propdsito de garantizar la confiabilidad, reproducibilidad y trazabilidad de los
resultados obtenidos, asi como de demostrar que el método propuesto cumple con
los lineamientos nacionales e internacionales, se llevdo a cabo el proceso de
validacion del método destinado a la deteccion y cuantificacion de CBD en muestras
de solucion oleosa y de plasma equino. Este procedimiento tuvo como objetivo
confirmar que el método desarrollado cumple con los parametros de especificidad,
exactitud, precision, linealidad y sensibilidad de acuerdo con los criterios
establecidos por las guias internacionales de validacion analitica, tales como la guia
de validacion de métodos bioanaliticos para la industria emitida por la FDA (2018),
la Directriz sobre la validacion de métodos bioanaliticos emitida por la EMA (2011),
la actualizacion de la guia ICH Q2 (R2) (2021) y ICH M10 (2023) y la guia de
validacion de métodos analiticos emitida por el Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biologos México (CNQFB et al., 2023), de las cuales, se opto por
apagese a las guias ICH Q2 (R2) (2021) y ICH M10 (2023). En este sentido, se
realizé una serie de pruebas analiticas orientadas a evaluar el desempeno del
meétodo en cada uno de estos parametros, con el fin de asegurar su idoneidad para
su aplicacion en estudios farmacocinéticos en equinos y en el analisis de muestras

de medicamentos en formulaciones oleosas.
8.2.1 Especificidad del método analitico

La especificidad es uno de los parametros fundamentales en la validacion de
meétodos analiticos, ya que permite demostrar la capacidad del método analitico
para identificar y cuantificar de manera inequivoca el analito de interés en presencia
de otros componentes que puedan encontrarse en la matriz, tales como impurezas,

productos de degradacion, excipientes o compuestos endogenos.
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En el presente trabajo, la evaluacion de la especificidad confirmé que el método

desarrollado es adecuado para el analisis selectivo del CBD, sin interferencias

significativas provenientes de la matriz (aceite de ajonjoli o plasma equino). Por lo

anterior, la especificidad del método analitico se evalu6 mediante la comparacion

de los cromatogramas de la FM, de las soluciones A y B estandar de CBD, del

plasma equino, del placebo (aceite de ajonjoli) y de las muestras (CBD en solucion

oleosa y CBD extraido de plasma equino).

En la figura 12 se muestran los cromatogramas correspondientes a la fase movil,

placebo (aceite de ajonjoli), solucidn A estandar de CBD vy la solucién oleosa; el tr

de CBD fue de 3.6 min en la solucion A y corresponde a lo obtenido en la muestra

proveniente de la solucién oleosa.

__Cromatograma A— CH;CN: H,0
__Cromatograma B— Aceite de ajonjoli

mau
a0

_ Cromatograma D— Muestra de solucién

Area (mAU)

CBD: 3.61

Tiempo (min)

Figura 12: Cromatogramas obtenidos por HPLC para la determinacion de la
especificidad, A) Fase movil, B) Aceite de ajonjoli, C) Solucion A estandar de CBD [0.01
mg/mL], D) Muestra de solucion de CBD.

En la figura 13 se muestran los cromatogramas correspondientes a la fase movil,

plasma equino, solucion estandar B de CBD, plasma cargado con CBD y muestra

biolégica obtenida de equinos previamente administrados con CBD; el tr de CBD

fue de 3.6 min en la solucidn estandar B y corresponde a lo obtenido en la muestra

bioldgica.
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Cromatograma B— Plasma cargado
Cromatograma C— Estandar (0.001 mg/mL)
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Figura 13: Cromatogramas obtenidos por HPLC para determinacion de especificidad, A)
plasma, B) plasma cargado con CBD, C) Solucién B estandar de CBD [0.001 mg/mL], D)

muestra bioldgica, E) fase movil.

Los resultados obtenidos evidenciaron que la sefial analitica correspondiente a CBD
(tr=3.6 min) se encontro claramente diferenciada y bien resuelta respecto de las
sefiales generadas por el blanco (fase movil) y las matrices (aceite de ajonjoli y
plasma equino). La ausencia de picos coeluyentes o de respuestas instrumentales
superpuestas en el tiempo de retencion correspondiente a CBD en las longitudes
de onda evaluadas (210, 220 y 254 nm) indica que el método es selectivo y mantiene
su capacidad de discriminacién, lo que respalda su especificidad analitica y es
esencial para garantizar la confiabilidad de los resultados cuantitativos y
cualitativos. Este comportamiento es particularmente relevante cuando se trabaja
con matrices biolégicas o complejas, donde la probabilidad de interferencias es
elevada, lo que permite tanto la identificacion como la cuantificacion precisa del
analito sin sesgos derivados de interferencias (Fu et al., 2024).

8.2.2 Adecuabilidad del método analitico

La adecuabilidad del sistema cromatografico se evalu6é determinando la
repetibilidad de la respuesta cromatografica del CBD y del tr de 6 inyecciones de la
solucién A estandar de CBD, asi como el numero de platos teoricos (N), la simetria
del pico cromatografico (Symm) y la pureza cromatografica. La adecuabilidad del

sistema constituye un parametro esencial en la validacion de los métodos analiticos,
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Area (mAU)

ya que permite verificar que el sistema instrumental y las condiciones operativas
sean capaces de proporcionar un desempeno consistente y reproducible antes y
durante el analisis de las muestras. Este parametro actua como un control de
calidad previo que garantiza que los resultados obtenidos sean confiables y que el
método cumpla con los criterios de aceptacion establecidos. En el presente trabajo,
los ensayos de adecuabilidad del sistema demostraron que el método analitico
presenta un desempefio estable bajo las condiciones experimentales seleccionadas
(Figura 14), y los valores obtenidos para los parametros evaluados se mantuvieron
dentro de los limites recomendados por la guia Q2 (R2), que aplica al desarrollo
farmaceéutico y al producto comercial (ver tabla 6) (ICH, 2021). El resultado obtenido
para el CV de la respuesta analitica fue de 0.13% y el CV del tr del CBD fue de
0.2%, lo cual indica que el sistema cromatografico presenta adecuada precision
instrumental y repetibilidad entre inyecciones consecutivas, garantizando la
idoneidad del sistema (adecuabilidad) para comenzar la validacion.

Tabla 6. Adecuabilidad del sistema y parametros cromatograficos obtenidos

Area de tr (min) Pureza N Symm
respuesta Cromatografica
CBD 8537.43 3.62
0,
cV 01307 02018 99.7% 4405.5 0.82
Criterios de CV=<2.0% CV=<2.0% NA N=1000 Symm < 2.0
aceptacion
NA: No aplica
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)
- \ CBD: 3.61
__Repeticién - 1 i:
_ Repeticién - 2 \\ﬂ\t\
__Repeticién - 3 W\
_ Repeticion - 4 \vaé
_ Repeticién - 6 OW
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1
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Tiempo (min)

Figura 14. Adecuabilidad del sistema cromatografico.
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8.2.3 Limites de Deteccién y Cuantificacion

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) para CBD se calcularon
mediante la pendiente y la desviacion estandar de las curvas de calibracion (ICH
Q2, 2021). En la figura 15 se observa que la respuesta analitica es lineal, es decir,
es proporcional a la concentracion; los resultados de las pendientes y desviaciones
estandar (Syx) se muestran en la tabla 7.

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

y=64.204x +7.3136
r*=0.9999

Area (mAU)

0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (pg/mL)

Figura 15. Curva de calibracién para la estimacion de LOD y LOQ.

Tabla 7. Estimacion de los limites de cuantificacion y deteccion

Concentracion Pendiente = DE Syix LOD LOQ
(ng/mL) (hg/mL)  (ug/mL)
62a1.9 64.20 £ 0.39 0.3502 1.87 5.68

La estimacion matematica de los limites de deteccion y cuantificacién se establecio
como LOD igual a 1.87 ug/mL y el LOQ a 5.68 yg/mL. Hay que tener presente que
el LOD representa la menor concentraciéon del analito que puede detectarse, aunque
no necesariamente cuantificarse con exactitud, mientras que el LOQ indica la
concentracion minima que puede cuantificarse con precision y exactitud aceptables.
La verificacion de que ambos valores se encuentran dentro del rango lineal del

meétodo analitico garantiza que la sensibilidad y la capacidad de deteccién son
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adecuadas para las concentraciones esperadas en las muestras bioldgicas

evaluadas.

8.2.4 Validacion del método analitico para la cuantificacion de CBD en
SO

8.2.4.1 Linealidad del sistema cromatografico

La evaluacion de la linealidad del sistema se realizo con tres curvas de calibracion
con cinco niveles de concentracion (ICH, 2021). El analisis de regresion y el
promedio de cada nivel de las curvas de calibracion se muestran en la figura 16 y
el rango de linealidad del sistema fue de 72 a 168 pg/mL. En la figura 17 se
presentan los cromatogramas de cada uno de los niveles de concentracién de CBD
para una de las curvas de calibracion, utilizadas para estimar la linealidad del
sistema. De los resultados obtenidos a partir de las curvas de calibracidon se estimo
la ecuacidn de la recta, coeficiente de correlacion (r = 0.99), coeficiente de
determinacién (r? > 0.98), pendiente (/) y el porcentaje del CV para cada nivel de
concentracion (CV < 2.0%), ver tabla 8. Estos valores demuestran una linealidad
aceptable y una adecuada proporcionalidad entre la sefal y la concentracion, que
cumplen con las regulaciones nacionales e internacionales para la cuantificacion de
CBD (ICH, 2021).

y = 65.454x + 664.56
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Figura 16. Linealidad del sistema en el rango de 72 a 168 ug/mL.
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CBD: 3.61
__Cromatograma A concentracion de CBD al 72 pg/mL
wso{ __Cromatograma B concentracién de CBD al 96 pg/mL
__Cromatograma C concentracion de CBD al 120 ug/mL
1500 _ Cromatograma D concentracién de CBD al 144 ug/mL
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Figura 17. Cromatogramas representativos de la linealidad del sistema cromatografico.

Tabla 8. Parametros evaluados para linealidad del sistema

Parametro Curva Especificacion
Pendiente (/1) 65.45 £ 1.30 NA
Ordenada al origen (o) 664.56 + 161.97 NA
Coeficiente de regresion (r) 0.9994 >0.99
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9988 >0.98
Intervalo de confianza para la pendiente 61.32-69.59 No debe incluir el 0
CV% por nivel Cumplen <2%

*Los datos se presentan como promedio y desviacién estandar (o), n=3. No aplica (NA)
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021).

8.2.4.2 Precision

La precisién analitica se evaluo tras la inyeccion repetida de la Solucidén B; este
analisis tiene como finalidad evaluar la concordancia o dispersion entre los
resultados de mediciones repetidas del mismo analito bajo las mismas condiciones,
lo que indica la reproducibilidad. Se evalua con el coeficiente de variacion (CV) y es
crucial para la fiabilidad de los datos. El resultado del CV de la respuesta analitica
es de 0.13% vy la especificacion dada por la ICH Q2 (2021) para el CV es de < 2%,
lo cual indica que el método analitico es preciso (ver tablas 9y 10).
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Los resultados de las inyecciones para esta evaluacion se presentan en la tabla 9

y la especificacion se presenta en la tabla 10.

Tabla 9. Parametros evaluados para precision del sistema cromatografico

Estandar t_(min) Area CBD
1 3.61 8515.7
2 3.61 8539.2
3 3.62 8545.0
4 3.62 8543.6
5 3.63 8544.6
6 3.63 8536.5
X 3.63 8537.4
o 0.0073 11.16
% CV 0.20 0.13

ty: Tiempo de retencién; o: Desviacion estandar; %CV: Coeficiente de variacion; X: Promedio

Tabla 10. Parametros evaluados para precisidon del sistema cromatografico

Parametro Resultado Especificacion

% CV 0.13 % <2%
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)

8.2.4.3 Exactitud

La exactitud se evalué mediante la estimacioén del porcentaje de recobro de cada
muestra, el cual se calculé segun la metodologia del estandar externo (ICH, 2021).
Para este parametro se estimo el intervalo de confianza de la media aritmética del
porcentaje de recobro (IC X %Recobro), el cual debe incluir la media aritmética o el
100% vy el coeficiente de variacion < 2.0 %. Los resultados obtenidos para evaluar
la exactitud se presentan en la tabla 11 y en la figura 18 se presentan las areas de
respuesta de cada inyeccién independiente de la prueba de exactitud. El promedio
del porcentaje de recobro fue de 100.03%, teniendo un intervalo de confianza de

98.92- 101.14%, lo cual cumple con los criterios de especificacion de la ICH (Q2).
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Figura 18. Cromatogramas de exactitud de SO. Cromatogramas representativos de las
areas de respuesta correspondientes a la exactitud del método analitico para CBD en

solucion oleosa.

Tabla 11. Parametros de evaluacion para la exactitud del método analitico para muestras

de CBD en solucion oleosa

Parametro Resultado Especificacion
%Recobro 100.03% 98-102%

IC (x %Recobro) 98.92-101.14% Incluir media aritmética
CV % Recobro 1.48% <2.0%

Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)

8.2.4.4 Estabilidad de las muestras

Para los ensayos de estabilidad de la solucion estandar y la SO, se estimaron las
diferencias absolutas entre el porcentaje de recobro en el tiempo 0 y los diferentes
tiempos de muestreo (24, 48 y 96 h) en refrigeracion y a temperatura ambiente.
Segun la ICH Q2, las diferencias entre el tiempo 0 y los distintos tiempos de
muestreo deben ser menores a 2 (| < 2|); considerando lo anterior, los resultados
obtenidos para la evaluacion a temperatura ambiente indican una estabilidad hasta
las 24 h (Tabla 12), mientras que para la evaluacion en condiciones de refrigeracion
las soluciones fueron estables hasta las 96 h (Tabla 13).

Los resultados anteriores sugieren que las soluciones de trabajo deben mantenerse
en condiciones de refrigeracion, ya que, de no ser asi, se compromete la estabilidad
y, con ello, la veracidad de los resultados. Hasta donde tenemos conocimiento, no
existen reportes de la estabilidad de muestras de CBD.

69



Tabla 12. Resultados de estabilidad de soluciones a temperatura ambiente

% %
% Recobro
Muestra DA Recobro DA Recobro DA
t=0 t=24h t=48h t=96h

1 100.00 100.09 103.52 103.88
2 101.39 101.39 103.64 106.12
3 98.32 98.32 99.65 101.26
X 99.90 99.94 0.0 102.27 24 103.75 3.9
o 1.54 1.54 2.26 2.43
% CV 1.54 1.54 2.21 2.34

o: desviacion estandar; % CV: coeficiente de variacion; x: promedio; DA: diferencia absoluta
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)

Tabla 13. Resultados de estabilidad de soluciones en condiciones de refrigeracion

% Recobro % Recobro % Recobro
Muestra — -5 t=2an | PA t=48h DA t=96h DA
1 100.00 102.76 102.60 101.03
2 101.39 101.02 102.88 100.69
:;3 98.32 101.36 1.8 99.76 1.8 98.25 0.1
X 99.90 101.71 101.75 99.99
(¢} 1.53 0.91 1.72 1.51
% CV 1.53 0.90 1.69 1.51

o: desviacion estandar; % CV: coeficiente de variacion; x: promedio; DA: diferencia absoluta
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)

8.2.5 Analisis del CBD y solucion oleosa de CBD

Para la presente investigacion se contd con el donativo de dos presentaciones de
CBD: una en forma de resina y otra en forma de solido cristalino. Previo a su
incorporacion al desarrollo experimental, ambas presentaciones fueron sometidas
a un proceso de evaluacion analitica con el fin de verificar su identidad y determinar
su grado de pureza. Dicha evaluacion se realizé mediante el analisis de la respuesta
cromatografica, a partir del cual se determiné que la resina donada presentd una
pureza del 91.91% y el polvo cristalino de 99.38 %, es decir, la resina contiene al

menos 8% de compuestos no identificados en esta investigacion (Figura 19).
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Figura 19. Cromatogramas de las presentaciones de CBD. Comparacion de la respuesta

de CBD en resina y polvo cristalino.

Una vez verificadas la identidad y pureza del CBD, se procedi6 a la elaboracion de
las SO para la administracion intranasal en caballos. Estas SO fueron evaluadas de
manera independiente con el objetivo de determinar el porcentaje de recobro
asociado a cada preparacion, como parte de la verificacion del desempeio del
procedimiento de preparacion de las soluciones. Los resultados obtenidos se
presentan en la tabla 14, donde se observa que el porcentaje de recobro promedio
fue de 98.22%, lo que indica una adecuada recuperacion del analito y respalda la
confiabilidad del procedimiento empleado.

Tabla 14. Evaluacién del porcentaje de recobro del CBD en SO

Muestra Concentracion %
(ng/ml) Recobro

1 120.51 100.42
2 117.19 97.66
3 116.82 97.35
4 119.62 99.68
5 116.33 96.94
6 116.75 97.29

Promedio 117.87 98.22

DV 1.74 1.45

Ccv 1.48 1.48
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8.2.6 Validacion del método analitico para la cuantificacion de CBD en

plasma equino

8.2.6.1 Desarrollo de la metodologia de extraccién de CBD del

plasma equino

Es importante destacar que el proceso de extraccion de CBD a partir de muestras
de plasma equino implicé diversas pruebas preliminares orientadas a optimizar las
condiciones experimentales para obtener una respuesta cromatografica que
aumente la sensibilidad del sistema, dada la complejidad de la muestra. Entre los
procedimientos evaluados, se destacan tres metodologias para la extraccién de
CBD del plasma equino.

La metodologia A (CHsCN) consistid en una extraccion liquido-liquido (ELL). Se
adicionaron 500 puL de CH3CN frio a 1 mL de plasma con la finalidad de precipitar
las proteinas, seguida de procesos repetidos de centrifugacién con el objetivo de
separar el sobrenadante en donde se encuentra el CBD de la fraccion de proteinas
precipitadas, el sobrenadante se filtr6 con membrana de nylon de 0.45 um y se
inyecto al cromatografo con una recuperacion de 57.58% (Figura 20a). A la proteina
precipitada se le adicion6 500 uL de CH;CN frio y se realizé una extraccion solido-
liquido (ESL). El sobrenadante se filtr6 con membrana de nylon de 0.45 um y se
inyecto al cromatografo con una recuperacion de 27.50% (Figura 20b), el proceso
anterior se repitid con la fase sdlida recuperada del paso previo, obteniendo un
porcentaje de recuperacion de 10.54% (Figura 20c). La recuperacion total de la
metodologia A fue de 95.62 %.
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Figura 20. Cromatogramas de CBD extraido de plasma equino mediante la metodologia
A (CH3CN). a) Primera ELL con un 57.58% de recobro, b) Segunda ESL con un 27.50%

de recobro, c) Tercera ESL con un 10.54% de recobro.

Al determinar la especificidad de la metodologia A (Figura 21), se observa que tanto
el plasma como la fase movil no interfieren con la respuesta analitica del CBD
presente en el placebo cargado y en la muestra de plasma equino a los 15 min
después de una administracion intranasal de SO de CBD. Con lo anterior,
confirmamos la consistencia y la selectividad del método analitico.

_ Cromatograma A: Fase mévil

__Cromatograma B: Plasma
_ Cromatograma C: Estandar CBD (0.001 mg/mL)

CBD: 3.61 _ Cromatograma D: Plasma + CBD (0.001 mg/mL)
P !
2: ) MA D
o] VAN
-
# B
I A

Tiempo (min)

Figura 21. Cromatogramas para evaluar la especificidad de la Metodologia A para la
extraccion de CBD a partir de muestras de plasma de caballo. A) cromatograma de la fase
movil (linea azul), B) cromatograma del tratamiento de plasma (linea roja), C)
cromatograma de la solucion estandar de CBD a 0.001 mg/mL (linea verde) y D)
cromatograma de plasma cargado con la solucion estandar de CBD a 0.001 mg/mL (linea
morada).
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Sin embargo, esta metodologia fue descartada debido a que se observo un
precipitado después de 24 h y un aumento progresivo de la presidon del sistema
cromatografico tras cada inyeccion, lo que sugiere la acumulacion de componentes
residuales de la matriz biolégica en la columna analitica. Esta retencion
comprometia tanto la integridad de la columna como la estabilidad operativa del
sistema, elevando el riesgo de obstruccién y afectando la reproducibilidad del
analisis. En consecuencia, se priorizd un procedimiento alternativo que minimizara

estos inconvenientes y garantizara un desempeio cromatografico robusto y estable.

En la metodologia B se realizé una ELL empleando metilterbutiléter (MTBE) como
disolvente organico. Se adicionaron 5 mL de MTBE a 2 mL de plasma. La fase
organica se evaporo bajo presion reducida y se reconstituyé con 130 pL de CH;CN.
Se filtré6 con una membrana de nylon de 0.45 ym y se inyecté en el cromatografo
con una recuperacion > al 80% (Figura 22D).

~Cromatograma B Plasma

__Cromatograma C: Estandar CBD (0.001 mg/mL)
CBD: 3.61 _ Cromatograma D: Plasma + CBD (0.001 mg/mL)

g e )

st g,
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2
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2
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Figura 22. Evaluacioén de la especificidad de la Metodologia B (MTBE). A) cromatograma
de la fase movil (linea azul), B) cromatograma del tratamiento de plasma (linea roja), C)
cromatograma de la solucion estandar de CBD a 0.001 mg/mL (linea verde) y D)
cromatograma de plasma cargado con la solucion estandar de CBD a 0.001 mg/mL (linea

morada).

En la metodologia B (MTBE) se observan mas picos de respuesta en los
cromatogramas, ademas de la respuesta de CBD (tr=3.6)(Figura 22), contrario a lo

observado en la metodologia A (CH3CN) (Figura 21), cabe sefalar esta
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metodologia requeria un analisis cromatografico de 40 minutos, ya que ambas
muestras de plasma presentaban respuesta cromatografica hasta los 35 min, lo que
encareceria el analisis por aumentar el consumo de disolvente asi como el tiempo
de uso del equipo; sumado a esto, se presenta un area de respuesta mas baja para
CBD que la obtenida en la metodologia A (CH3CN) y en esta metodologia también
se presentd un incremento en la presion del sistema. Esta metodologia fue
descartada debido a que el disolvente MTBE, al ser poco polar, tiende a extraer
componentes lipidicos de las matrices biologicas, lo que complica su analisis. Lo
anterior concuerda con lo mencionado por Gutmann et al. (2024) quienes sefialan
que la ELL utilizando MTBE, aunque es efectiva para la recuperacion de
componentes de caracter lipidico como el CBD, suele tener metodologias
complicadas, menor consistencia en su reproducibilidad y es propensa a la
extraccion de otros componentes de la matriz que comprometen la selectividad

analitica.

Con las pruebas realizadas en esta investigacion, tanto las metodologias Ay B
tienen un impacto negativo sobre la vida util de la columna cromatografica con un
aumento en la presion, por lo que se tomd la decision de implementar un
procedimiento de purificacidén de la muestra basado en el empleo de un cartucho de
extraccion en fase solida (SPE) C8, con el objetivo de reducir la carga de
interferentes provenientes de la matriz biolégica previa a la inyeccion

cromatografica.

A la metodologia A se le afadié la purificacion por SPE, lo que permitio mejorar la
selectividad del método, disminuir la presencia de otros compuestos de la matriz y,
en consecuencia, reducir la presion del sistema, lo que contribuye a preservar la
integridad de la columna y a prolongar su vida util. Con esta metodologia se obtuvo
una sefal analitica mas limpia y reproducible. Ademas, la optimizacion de esta
metodologia permitié reducir el tiempo total de analisis a 10 minutos, sin
comprometer la sensibilidad del método, lo que representa una ventaja operativa
relevante en términos de eficiencia analitica, consumo de recursos y tiempo de uso

del equipo, lo que resulta en un método mas economico. El procedimiento detallado
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de esta metodologia se describe en el apartado 7.2.1, correspondiente a la

preparacion de disoluciones y muestras.

El método analitico podria mejorar al agregar un estandar interno, lo cual permitiria
corregir las variaciones de la metodologia de extraccion y, con ello, optimizar la
cuantificacion. Por otro lado, es importante mencionar que la sensibilidad del DAD
es menor que la de los detectores de espectroscopia de masas, o que condiciona

el limite de cuantificacion.

8.2.6.2 Linealidad del sistema cromatografico para muestras de

plasma equino

La evaluacion de la linealidad del sistema se realiz6 con tres curvas de calibracion
y seis niveles de concentracion (ICH, 2021). El analisis de regresion y el promedio
de cada nivel de las curvas de calibracion se muestran en la figura 23; el rango de
linealidad del sistema abarca concentraciones de 1.9 a 62.5 ug/mL. En la figura 24
se presentan los cromatogramas de cinco niveles de concentracion de CBD en la
curva de calibracion, para evaluar la linealidad del sistema. De los resultados
obtenidos a partir de las curvas de calibracion se determiné la ecuacion de la recta,
coeficiente de correlacion (r = 0.99), coeficiente de determinacion (r? > 0.98),
pendiente (1) y el porcentaje del CV para cada nivel de concentracion (CV < 2.0%),
ver tabla 15. Estos valores demuestran una linealidad aceptable y una adecuada
proporcionalidad entre la sefial y la concentracion, que cumplen con las
regulaciones nacionales e internacionales para la cuantificacion de CBD (ICH,
2021).
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Figura 23. Linealidad del sistema para las concentraciones de 1.9 a 62.5 ug/mL

CBD: 3.61
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Figura 24. Cromatogramas representativos de la linealidad del sistema cromatografico.

Tabla 15. Parametros evaluados para la linealidad del sistema.

Parametro Curva Crlterlo_c’le
aceptacion
Pendiente (/1) 64.20+ 0.39 NA
Ordenada al origen (/) 7.313598673+ 11.38 NA

77



Coeficiente de regresion (r) 0.9999 >0.99

Coeficiente de determinacion (r?) 0.9998 >0.98
Intervalo de confianza para la pendiente 63.13 — 65.28 No debe incluir el 0
CV% por nivel Cumplen < 2%

*Los datos se presentan como promedio y desviacién estandar (o), n=3. No aplica (NA)
Especificaciones de ICH Q2(R2) (2021)
8.2.6.3 Exactitud del sistema cromatografico para muestras de plasma

equino

La exactitud se evalué mediante la estimacidén del porcentaje de recobro de cada
muestra, el cual se calculé segun la metodologia del estandar externo (ICH, 2010).
Para este parametro se estimo el intervalo de confianza de la media aritmética del
porcentaje de recobro (IC X %Recobro), el cual debe incluir la media aritmética o el
100% y el coeficiente de variacion < 15.0 %. Los resultados obtenidos para evaluar
la exactitud se presentan en la tabla 16 y en la figura 25 se presentan las areas de
respuesta de cada inyeccién independiente de la prueba de exactitud. El promedio
del porcentaje de recobro fue de 91.92%, teniendo un intervalo de confianza de
88.95-94.88%, lo cual cumple con los criterios de especificacion de la ICH (M10) por
ser muestras biolodgicas (EMA, 2023; ICH, 2023, AOAC Appendix F, 2016).

Muestra -
Muestra -
Muestra -
Muestra -

CBD: 3.61

BWON -
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120 |

100
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Figura 25. Cromatogramas representativos de la evaluacion correspondiente a la
exactitud del método analitico para muestras bioldgicas (inyecciones 1-6) versus la
solucioén estandar de CBD (0.001 mg/mL).
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Tabla 16. Parametros de evaluacion para la exactitud del método analitico para muestras

biolégicas
Criterio Especificacion Resultado
%Recobro 85-115% 91.92%
IC (X %Recobro) Incluir media aritmética 88.95-94.88%
CV% recobro <15% 2.84%

Especificaciones de ICH M10 (2023), Guia AOAC (2016)

Cabe mencionar que los rangos establecidos para los criterios de aceptacion de la
exactitud difieren entre los métodos aplicados a farmacos y medicamentos y los
aplicados a muestras biolégicas (CV < 2% y <15%, respectivamente). Esto se debe
a que, si bien ambos criterios consideran la variabilidad inherente al método
analitico, en el caso de los farmacos y medicamentos se espera un mayor control
de las variables propias de la matriz, mientras que en las matrices bioldgicas, debido
a su mayor complejidad y variabilidad entre los sujetos de estudio, se reconoce una
mayor dificultad analitica. Esta diferenciacion esta reflejada normativamente en las
guias ICH Q2 (R2) e ICH M10, donde la Q2 establece las especificaciones
internacionales para el producto y la M10 establece los criterios aplicables a
muestras bioldgicas (ICH, 2021; EMA, 2023).

Una vez concluido el proceso de validacion del método analitico para muestras
bioldgicas, es importante resaltar que el método desarrollado en el presente trabajo
propone un pretratamiento mediante SPE y, con ello, obtener una muestra con
menos interferencias, favoreciendo la reduccion del tiempo de analisis vy
manteniendo los criterios de desempeno analitico acordes con los lineamientos

normativos vigentes.

De esta manera, el método desarrollado con una columna Phenomenex®
(Torrance, California, Estados Unidos) Luna C18, empleando como fase movil
CH3CN: H20 (75:25), es una alternativa analitica viable debido a que se obtiene un
tr de 3.6 minutos para CBD con tiempo total de analisis de 5 minutos para la SO y
10 minutos para las muestras de plasma equino (Tabla 17). Ademas, el método
desarrollado presenta ventajas y es competitivo frente a metodologias previamente

reportadas, particularmente, en las muestras biolégicas en donde su matriz es
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compleja y se compromete el tiempo de vida util de la columna cromatografica. Por
ejemplo, lo reportado por Analakkattillam et al. (2022), los cuales trabajaron con
condiciones cromatograficas similares logrando obtener tr para CBD de 7.059 min,
con un tiempo de corrida total de 20 min; asi mismo, podemos mencionar el método
desarrollado por Zivovinovic et al. (2018) reporta un analisis cromatografico
aplicando elucién de gradiente, con fase mévil de H.O y CH3CN ambos con 0,1 %
de acido férmico, logrando un tr de 6.3 min y un tiempo total de 20 min (Tabla 17).
El método desarrollado representa una ventaja operativa relevante en términos de
eficiencia analitica al disminuir el try el tiempo total de analisis por muestra, con la
consecuente reduccion del consumo de recursos y del tiempo de uso de equipo, lo
que resulta en un método mas econdmico. Ademas, este método se desarrollé con
un detector DAD, el cual es mas asequible que los detectores de UV/Vis o los
detectores de MS/MS.

Tabla 17. Métodos analiticos desarrollado para la cuantificacion y deteccion de CBD

tr Tiempo Longitud de

Detector Matriz CBD total Fase movil Columna onda (mFll;lrjnc:n) Referencia
(min) (min) (nm)
Phenomenex® Luna Desarrollo
CH3CNZ HQO Cc18
DAD Producto 3.6 5 (75:25) (150 x 3.0 mm, 5 pm, 220 1.0 . de gsta”
100 A) investigacion
Phenomenex® Luna Desarrollo
DAD ~ @sma 54 10  CHCN:H0 c18 210 10 de esta
equino (75:25) (150 x 3.0 mm, 5 ym, investigacion
100 A)
. Analakkattill
UVNVis  Producto = 7.1 20 CH:CN: Ho0  SOLAS 100 A C18 (150 214 15 ametal,
(75:25) x 4.6 mm, 5 um)
2022
CH3CN: Phenomenex Kinetex Zivovinovic
UV/NVis Producto 6.3 20 H.0 XB-C18 220 1.8a0.8 ctal. 2018

(50:50) (150 x 4.6 mm, 2.6 ym)

8.3 Preparacion de la solucion con CBD para su administracién en caballos

por via intranasal

En la administracion por via intranasal se deben considerar factores de riesgo como
irritacion en la mucosa y posible deposicion respiratoria; ademas, en algunos

estudios que evaluaron la administracion de CBD en equinos en formas
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farmacéuticas como polvo y aerosoles se sefialan consideraciones técnicas y
conductuales como flujo respiratorio, tolerancia al manejo equino, riesgo de rechazo
a las subsecuentes administraciones (Condor et al., 2022; de Wasseige et al.,
2021). Por lo anterior, mediante una revision bibliografica se analizaron los
principales vehiculos empleados para la administracién del CBD, asi como la
compatibilidad del CBD con algunos aceites vegetales; en la tabla 18 se resumen

las caracteristicas de los principales aceites reportados para administrar el CBD.

Tabla 18. Principales aceites empleados como vehiculos para la administracion de CBD

Aceite de coco

Caracteristica  Aceite de ajonjoli triglicéridos de chllit:ade Aci?::o(:e
cadena media (MCT) g
Estabilidad Baja a :
oxidativa Buena Muy buena moderada Baja
Tolerancia Alta Alta Moderada Moderada
mucosa
Viscosidad Moderada Baja Alta Moderada
I_?le_sgq d © Bajo Bajo Leve Leve
irritacion
Uso tradicional Cqm@n Poco
en veterinaria Comun (uso principal en frecuente Poco frecuente
humanos)
. . . Rico en
Propledfid_es Antioxidante Neutro, rapido Rico en omega-6
farmacolégicas natural, : compuestos .
adicionales antiinflamatorio metabolismo fenolicos (suspept_|ble a
oxidacion)

(Feng et al., 2021; X. Wu et al., 2025)

Para la seleccion del vehiculo se analizaron factores como la viscosidad, el riesgo
de irritacion y la tolerancia de la mucosa, factores que influyen directamente en la
absorcion y distribucion del compuesto a través de la mucosa nasal en caballos
(Feng etal, 2021; F. Wu, Ma, etal, 2025). El aceite de ajonjoli presenta
caracteristicas favorables para la administracion intranasal, como alta tolerancia de

la mucosa nasal, estabilidad oxidativa y bajo riesgo de irritacion. Ademas, se
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revisaron otras propiedades, como la solubilidad del CBD en cada uno de los
aceites, con el objetivo de determinar su compatibilidad y viabilidad para la
administracion intranasal. En la tabla 19 se presentan los valores de solubilidad
reportados para diferentes aceites comunmente empleados como vehiculos
lipofilicos. Esta informacion reforzé la eleccion del aceite de ajonjoli como el
vehiculo mas adecuado dentro del disefio experimental, asegurando la estabilidad
y biodisponibilidad del CBD en la formulacion propuesta (Hossain et al., 2023;
Lodzki et al., 2003; Tavéar & Vidak, 2024).

Tabla 19. Solubilidad de CBD en vehiculos lipofilicos

. Solubilidad del Valor .
Aceite vegetal CBD aproximado Comentarios
Aceite de ajonjoli Moderada ~30-35 mg/mL Buena _establlldad oxidativa,
compatible con las mucosas.
Aceite de coco Alta ~50-60 mg/mL Alta bloqlsponlbll|dad y ampliamente
MCT utilizado en suplementos.
Acsite de oliva Alta ~40-50 mg/ml  Buena compatibilidad con la mucosa
y buena estabilidad.
Afinidad natural por los
Aceite de cafnamo Alta ~40-50 mg/mL cannabinoides; puede oxidarse
facilmente.
Acsite de coco Alta ~50 mg/mL Similar a_l MCT,; sdlido a temperatura
ambiente en algunos climas.
Aceite de girasol Moderada ~30-35 mg/mL Menor capacidad que la de MCT,

pero estable y accesible.
(Lodzki et al., 2003; Tav€ar & Vidak, 2024)

Ademas de la revision bibliografica, se considerd un estudio previo relacionado con
la estabilidad del CBD en diversos aceites vegetales (Morelos Cruz, 2022); en dicho
estudio, se observo que tanto el aceite de oliva como el aceite de ajonjoli mantienen
la estabilidad del CBD por mas tiempo, contrario a los aceites de girasol y de
aguacate que presentaban un viraje de color. Asimismo, se ha reportado que el
aceite de ajonjoli ofrece un adecuado balance entre solubilidad, estabilidad y
tolerancia de la mucosa nasal (Abourehab et al., 2021; Chaturvedi et al., 2025), lo
que lo convierte en un candidato apropiado como vehiculo del CBD en

formulaciones nasales o inyectables en medicina veterinaria.
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En contraste, aunque el aceite de coco MCT presenta caracteristicas favorables
como vehiculo lipidico, su menor viscosidad y su composicién en triglicéridos de
cadena media pueden favorecer una absorcidon mas rapida y potencialmente
variable, ademas de aumentar el riesgo de pérdida por goteo en administracion
intranasal (Gao et al., 2020). Por lo anterior, se selecciond el aceite de ajonjoli con
el objetivo de promover un perfil de absorcion mas controlado y reducir la
variabilidad interindividual. Adicionalmente, se ha descrito que el aceite de ajonjoli
contiene compuestos antioxidantes naturales, como sesamol y sesamina, que
podrian contribuir a la estabilidad del CBD frente a procesos de oxidacion (Cheng
et al., 2024; Rahmania et al., 2024).

Cabe senalar que actualmente la literatura no describe que el aceite de ajonjoli
presente alguna actividad terapéutica asociada a las manifestaciones de
estereotipias 0 a comportamientos asociados al estrés y la ansiedad. El aceite de
ajonjoli en caballos solo se ha empleado como un complemento alimenticio para
modificar el transito intestinal. Cabe sefalar que, de manera tedrica , se reconoce
que el sésamol y la sesamina presentes en el aceite de ajonjoli, al ser antioxidantes,

pueden mostrar efectos neuroprotectores a nivel celular (Ramazani et al., 2023).

Una vez seleccionado el aceite de ajonjoli, en la figura 26 se observan soluciones
oleosa homogéneas y todas a una concentracion de 120 mg/mL de CBD, con un
control de aceite de ajonjoli (placebo), la concentracion de las soluciones se
evaluaron mediante cromatografia por HPLC-DAD previo a su administracion
intranasal en los caballos, los resultados de la valoracion de la SO de CBD se
presentan en el apartado 8.2.5 correspondiente al analisis del CBD y solucién
oleosa de CBD.
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Figura 26. CBD en aceite de ajonjoli. Se observa una solucion translucida a base de
aceite de ajonjoli junto con diversas muestras de aceite de ajonjoli con CBD a una
concentracion de 120 mg/mL.

8.4 Evaluacion del efecto ansiolitico del CBD administrado por via intranasal

en caballos

Para descartar un efecto del vehiculo se evaluo6 la respuesta conductual con la EM
de los caballos al administrar aceite de ajonjoli (2.5 mL por narina); no se observaron
modificaciones en la UAF por la administracion del aceite de ajonjoli.

Para evaluar el efecto ansiolitico de CBD administrado por via intranasal en
caballos, se realizé una prueba piloto en la que se emplearon: dos dosis de CBD
(solido, blanco cristalino) de 0.6 y 1.2 mg/kg, 2 ejemplares por dosis y 5 tiempos de
muestreo (0, 15, 30, 60 y 120 min), modificado de Ryan et al. (2021). El objetivo de
esta prueba piloto fue la estandarizacion de la metodologia para la evaluacion del
estado ansioso en caballos, que incluye la elaboracion de la escala de mueca y la
toma de muestras para el analisis cuantitativo de CBD en plasma.

Después de administrar la dosis de 0.6 mg/kg, no se observaron cambios en las
UAF ni en las constantes fisiolégicas evaluadas (temperatura, frecuencia
respiratoria y frecuencia cardiaca); ademas, en las muestras de plasma no se
encontro respuesta analitica por HPLC-DAD. Mientras que con la dosis de 1.2 mg/kg

si se observaron cambios en el comportamiento, especificamente en las UAF, asi
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como en las constantes fisioldgicas, ademas de observarse respuesta analitica por
HPLC-DAD. Por lo anterior, se establecié la dosis de 1.2 mg/kg para la evaluacion
de la fase experimental.

8.4.1 Evaluacion de la Escala de la Mueca equina (EM)

Para realizar la evaluacion del estado de ansioso en caballos, se realizaron pruebas
preliminares orientadas a optimizar las condiciones experimentales para la
implementacion de la EM como la seleccidn, respuesta al estimulo estresor y la
intensidad de la respuesta (Figura 27), para esto se registraron imagenes y videos
de la region facial en condiciones de manejo controladas; integrando imagenes
representativas de las seis unidades de accion facial (UAF) y su correspondiente
puntuacién en 3 niveles (no presente, moderadamente presente y evidentemente

presente) (apartado 2.2).

Figura 27. Respuesta del caballo al estimulo estresor. Se observa la tension generalizada
y la respuesta de huida del caballo.

En la tabla 20 se presenta la escala de la mueca en equinos, representada con
imagenes, junto con una breve descripcion de la UAF.
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Tabla 20. Desarrollo de la Escala de la Mueca equina

Orejas rigidas hacia atras

Endurecimiento orbital

7 J e
X Moderadamente
presente (1)

b 1
]

Evidentemente
presente (2)

Moderadamente | Evidentemente
presente (1) presente (2)

El parpado presenta un cierre parcial o total.

Se debe registrar cualquier cierre que reduzca

significativamente el tamafio del ojo.

Musculos masticatorios prominentes y tensos

No présénte (OIU).‘

No presente (0)

Las orejas estan tensas y apuntan hacia atras,
creando un espacio mas amplio entre si.

Tension por encima del area de los ojos

"\

R

No presénte (0) Moderadamente
presente (1)

(6) Moderadamente en
presente (1) presente (2)

&

No presente

Evidentemente
presente (2)

Cuando los musculos superciliares se contraen, el
hueso de la cresta temporal se vuelve mas visible. Si
este hueso es claramente perceptible, se debe

La tensién en los musculos de la masticaciéon se
manifiesta como una mayor contraccién en la zona
bucal. Si estos musculos son claramente visibles, se

registrar como "obviamente presente" o "2".
Boca tensa y mentdn pronunciado

-

deben codificar como "obviamente presentes" o "2".
Fosas nasales tensas y aplanamiento del perfil

2 RN A
Moderadamente
presente (1)

T

(0) Moderadamente | Evidentemente

presente (1) presente (2)
La tension bucal se evidencia por un labio superior
retraido y un labio inferior prominente, lo que forma
una especie de "barbilla".

No presente

presente (2)

Las fosas nasales estan dilatadas y tensas; la nariz
parece aplanada y los labios se estiran.

Contar con una EM con imagenes ilustrativas de cada UAF reduce la variabilidad
en la interpretacién del evaluador, lo que permite aumentar la precision del indice

conductual para cada estudio en el cual se emplee esta escala.

Con la finalidad de estandarizar la EM y captar de manera 6ptima las unidades de
accion facial, se evaluaron dinamicamente los angulos de grabacion que cubrieran

adecuadamente dichas unidades. La literatura sugiere que la colocacién de dos
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camaras dentro del establo del ejemplar es suficiente para registrar los UAF (Dalla
Costa et al., 2014) (Figura 28); sin embargo, esta configuracion no resulta 6ptima
en la practica, ya que el movimiento constante del caballo genera puntos ciegos que
pueden impedir la obtencion de la evidencia visual necesaria para la evaluacion. Por
ello, en este trabajo se determin6 que la posicion de las camaras debia ajustarse
directamente al posicionamiento del ejemplar unos minutos antes de cada

evaluacion.

Figura 28. Imagen ejemplificativa del posicionamiento de camaras recomendado.

Un aspecto clave en el desarrollo de la escala de la mueca fue la definicion del
estimulo estresor, el cual es fundamental debido a que los caballos presentan una
elevada sensibilidad a estimulos ambientales y sociales, la respuesta emocional
observada puede variar no solo en funcion del estimulo estresor aplicado, sino
también por caracteristicas individuales tales como temperamento, fin zootécnico,
el tipo de manejo al que esta acostumbrado y la interaccidn con el personal humano,
entre otras. Por tal motivo, se consideraron y aplicaron distintos estimulos
comunmente asociados a respuestas de estrés en esta especie, incluyendo sonidos

estridentes (wail), movimientos abruptos de objetos (costal), la presencia de otros
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individuos con comportamiento de dominancia territorial (equino macho), asi como

la presencia de personas ajenas al manejo habitual de los animales.

La aplicacion de estos estimulos permitié evaluar el nivel de reactividad de los
ejemplares y, a partir de ello, identificar un estimulo estresor comun al que todos los
sujetos eran susceptibles, sin inducir respuestas excesivas ni comprometer el
bienestar animal ni la seguridad de los manejadores. De esta manera, se garantizé
la aplicacion de un estimulo estresor estandarizado y éticamente aceptable
(Christensen et al., 2005), como la agitacion del costal, para evaluar el estado

emocional mediante la escala de la mueca.

Aunque el presente estudio fue una prueba piloto orientada a estandarizar la
implementacion de la EM como herramienta para evaluar el estado de ansiedad en
los caballos y, a su vez, analizar el efecto del CBD en ellos. Es relevante destacar
que las evaluaciones preliminares aportaron informacion adicional de gran utilidad
para el desarrollo metodolégico del proyecto. Durante esta fase, ademas de
desarrollar la EM, se obtuvieron muestras sanguineas destinadas al desarrollo del
meétodo analitico por HPLC-DAD.

8.4.2 Evaluaciéon del comportamiento de caballos administrados con

CBD mediante escala de la mueca asociada a la ansiedad

Una vez desarrollada la EM y determinada la posicidn de las camaras, se continuo
con la siguiente fase del experimento, la cual consistié en la administracidon via
intranasal e intravenosa de CBD (1.2 mg/kg) en dos ejemplares por cada via de
administracion, con tiempos de muestreo de 0, 5, 15, 30, 60 minutos, con tres
observaciones por caballo.

Para un caballo Cuarto de Milla, las constantes fisiologicas para la temporada otofio-
invierno en zonas altas como en el Ajusco, CDMX, en estado de reposo son:
frecuencia respiratoria (FR) de 8 a 20 respiraciones por minuto (rpm), frecuencia
cardiaca (FC) de 28 a 48 palpitaciones por minuto (ppm) y una temperatura (T °C)
de 37-38.5 °C (Romero Rojo, 2021).
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Previo a la administracion de CBD (1.2 mg/kg) por via intranasal, se obtuvieron las
medias de las constantes fisiologicas para cada caballo (n=2 por via de
administracion): T (°C) (37.15 £ 0.64), FR (36.5 + 13.44 rpm) y FC (40 + 14.14 ppm)
y la mayoria de las constantes fisiologicas, excepto la FR, permanecieron dentro de
los rangos fisiolégicos normales.

Posteriormente, se administré la SO de CBD (1.2 mg/kg) a cada caballo. En la
primera evaluacion (5 min) se registré una disminucion de la FR (22 £+ 8.49 rpm),
logrando establecerse dentro de los valores fisiologicos basales. Cabe sefalar que,
por via intranasal, cada vez que se aplico el estimulo estresor, la T°C, FRy FC se
mantuvieron sin cambios a partir de los 5 min y hasta los 60 min (Figura 29A). Lo
anterior sugiere que el CBD podria ejercer un efecto ansiolitico al prevenir el
incremento de las respuestas fisioldgicas evaluadas. Esta respuesta fisioldgica
puede estar asociada a que la administracion intranasal favorece un acceso directo
al SNC a través de las vias olfatorias y del nervio del trigemino, modulando de
manera diferencial la cinética de distribucion y el perfil de respuesta fisioldgica
(Deiana et al., 2012; Paudel et al., 2010).

Antes de la administracion de CBD por via intravenosa (1.2 mg/kg), las constantes
fisiologicas obtenidas fueron T°C (36.8 + 0.28), FR (14 + 2.8 rpm) y FC (28 + 6.6
ppm); una vez aplicado el estimulo estresor, se observé un aumento de la FR y en
la FC a partir de los 5 minutos (36.5 £ 0.271, 38 £ 19.8); a los 60 minutos todas las
constantes fisiologicas se elevaron: T°C (37.95 £ 0.5), FR (33 £ 12.73 rpm) y FC (32
+ 11.31 ppm). Por lo tanto, al incrementarse la frecuencia respiratoria y la frecuencia
cardiaca en los primeros minutos tras la aplicacién de cada estimulo estresor, se
sugiere que los animales muestran signos de estrés y ansiedad. Lo anterior podria
deberse a que la dosis de CBD (1.2 mg/kg, intravenoso) no es suficiente para inducir

efecto ansiolitico en equinos (Figura 29 B).
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Via de administracién

--- Limite de rango fisiolégico

A Intranasal B Intravenoso § Estimulo estresor
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — Temperatura
390 ! X ! K | ! ! " — Frecuencia respiratoria
T Y — e e 37"‘",‘_,,""‘:,_””__,_,"""_""""__"4:"__ Frecuencia cardiaca
2 PO ! 3 3 3 3 Sueto
e3rsf | - —— ‘ _— * 3 Sujeto2
§ 170l L : R O X e O supws
= 3707 [ T o [ DA ey ' O Sujeto4
i - i i I — 7 ! I
36.0
40 ' Il Sujeto 1
' ' ' '\ [Sujeto 2
30 ’ . @ Sujeto 3
FR oy t e ! . O Sujeto 4
20--—-—-i ;,,,,,,,,,,:,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,T,,,,,,;V_,,,,,,,,; 7777777777777777 NS ——— -
0 e N O T T S
100 I 1 1 I i I
80 : : : : : : : . M sujeto 1
] ] f 1 t . [1Sujeto2
Fel = i oy s ~ ;@ gﬂjztgj
0 —] s 1 = . | b ©
I S~ S ————— :}.—A.Afvff_,VAv7777777v77.7777>4‘- 77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777
20 ! !
0 H
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

FR: Frecuencia respiratoria; FC: Frecuencia cardiaca;

Figura 29. Comportamiento temporal de la T°C, FR y FC tras la administracion de CBD

por via intranasal e intravenosa en equinos.

Para la evaluacion de la EM en la via intranasal en estado basal (tiempo cero) se
observd una media de 4.5 + 0.62, a los 15 minutos después de la aplicacion del
estimulo estresor la puntuacion de la EM disminuye (2.83 + 0.477), alcanzando la
puntuacion mas baja a los 60 minutos (1.17 £ 0.98), lo cual es estadisticamente
significativo de acuerdo con la prueba de Wilconxon- Kruskal-Wallis (x? = 13.5563,
gl =4, p = 0.0089). Este patron, en la reduccion sostenida de las UAF, sugiere un
estado de relajacion inducido por el CBD y, en consecuencia, un potencial efecto
ansiolitico (Figura 30a).

Por otra parte, en la evaluacion de la EM para la via intravenosa no se presenta una
diferencia estadisticamente significativa (x? = 10.4572, gl = 4, p = 0.0334), aunque
si se observa una tendencia a disminuir las UAF a través del tiempo (Figura 30b),
por lo que resulta interesante evaluar un mayor numero de animales con el objetivo
de diferenciar si la carencia de efecto ansiolitico se debe a esta dosis administrada
de CBD.
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Via de administracion

a) Intranasal b) Intravenoso

0 5 15 30 60 0 5 15 30 60
Tiempo (min)

Figura 30. Distribucion de los puntajes de la EM en funcion de la via de administracion de

CBD en los diferentes tiempos de muestreo.

El correlato entre los cambios fisioldgicos y la evolucion de las puntuaciones de la
EM refuerza la validez convergente de la escala, lo que sugiere que la disminucion
de la evaluacion de las UAF se asocia con modificaciones fisiologicas compatibles
con un estado de menor activacion o de menor estrés (Eichler, Ehrle, et al., 2023;
Eichler, Pozniak, et al., 2023). Farmacologicamente, las diferencias observadas
respecto a la magnitud del efecto observado de CBD sobre marcadores de estrés
entre las vias de administracién pueden explicarse por variaciones en la velocidad
de absorcion, la distribucion y el acceso al SNC, aspectos ampliamente
documentados para las vias intranasal e intravenosa (Novack etal., 2023;
Richmond et al., 2017).

En conjunto, estos resultados indican que la administracion intranasal induce una
modulacién progresiva y sostenida de la respuesta conductual, reflejada en la
disminucién de la puntuacion de la EM y previniendo el cambio en las respuestas
de T°C, FR y FC inducidas por el estimulo estresor. El correlato entre el analisis
estadistico y la representacién grafica respalda la sensibilidad de la EM como
herramienta para detectar cambios temporales y su pertinencia para evaluar el
efecto farmacologico por esta via de administracion. Asimismo, los hallazgos
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sugieren que la via intranasal podria favorecer una reduccién gradual del nivel de
tension, evitando cambios abruptos en la respuesta fisiologica y conductual, lo cual
puede resultar favorable en contextos clinicos o experimentales donde se busca
una respuesta mas estable, particularmente en la evaluacion del efecto ansiolitico
de compuestos con accion sobre el SNC (Crowe & Hsu, 2022; Upadhyay et al.,
2025).

El presente trabajo constituye el primer estudio piloto que evalua el potencial efecto
ansiolitico del CBD administrado por via intranasal en caballos; la evidencia
recopilada indica que la administracion de CBD por via intranasal presenta un patrén
conductual y fisiolégico compatible con un posible efecto ansiolitico; mientras que
la administracion por via intravenosa no refleja una respuesta comparable bajo las
condiciones del estudio. Hasta la fecha, la evidencia disponible en equinos se limita
a un reporte de caso que describe el uso de CBD por via oral para modificar
conductas estereotipadas, como el mordisqueo de cunay la aerofagia, lo que resulto
en un efecto favorable después de 30 dias de terapia sin regresion en el
comportamiento después de finalizar el tratamiento (Cunha et al., 2023). No se
identificaron estudios previos que hayan evaluado de manera sistematica el efecto
ansiolitico del CBD ni su administracion por via intranasal en esta especie. En
equinos, la evidencia disponible se centra mayormente en la caracterizacion
farmacocinética y la tolerabilidad, sin que aun exista una dosis terapéutica
claramente establecida para patologias especificas (Eichler, Pozniak, et al., 2023;
Sanchez de Medina et al., 2023).

Esta ausencia de evidencia en equinos contrasta con la amplia investigacion
desarrollada en otras especies, particularmente en roedores y humanos. En
humanos, los efectos ansioliticos agudos se han observado con dosis unicas
cercanas a 300-600 mg/kg en contextos experimentales de ansiedad inducida
(Bergamaschi etal., 2011; Bolsoni etal., 2022; Guimaraes etal., 1994). En
roedores, la dosis ansiolitica efectiva es de 2.5, 5y 10 mg/kg (Melas et al., 2021).
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8.4.3 Efecto ansiolitico del CBD sobre la EM

La expresion facial en los caballos constituye un componente conductual sensible a
los estados emocionales (Hernandez-Avalos et al., 2021; Mota-Rojas et al., 2025).
La EM se basa en la evaluacion de las UAF mismas que reflejan la actividad del
sistema nervioso que se asocia con alteraciones de la emocion y del bienestar en
distintas especies, incluyendo a los equinos (Hernandez-Avalos et al., 2021). Si bien
las distintas EM fueron inicialmente validadas para el dolor agudo en animales
mediante cambios faciales especificos, se reconoce que la EM también capta
cambios conductuales vinculados a estados de ansiedad o estrés, sobre todo
cuando estos no estan acompanados de estimulos nociceptivos claros, lo que ayuda
a distinguir entre ambos fendmenos mediante un contexto integral de signos

conductuales y fisiologicos (Evangelista et al., 2022).

La diferenciacién entre dolor y ansiedad en equinos es clinicamente relevante, pues
ambos estados comparten activaciéon del sistema nervioso auténomo y pueden
inducir signos faciales similares, distinguiéndose principalmente por la presencia de
comportamientos complementarios (Hernandez-Avalos etal., 2021). En
condiciones de dolor, los caballos exhiben posturas protectoras, disminucion de la
exploracion del ambiente y conductas orientadas a evitar el estimulo nocivo;
mientras que la ansiedad se manifiesta como hipervigilancia y tensién muscular
generalizada. Esta diferenciacion es fundamental para interpretar adecuadamente
las puntuaciones de la EM (Hernandez-Avalos et al., 2021).

Como ya se describié anteriormente, el CBD ejerce sus efectos bioldgicos en
equinos mediante un perfil farmacolégico multimodal que implica la activacién de
diversos receptores y vias de sefalizacion relacionados con la regulacion de la
ansiedad y la modulacion de la respuesta inmune. Entre los mecanismos mas
descritos se encuentra la modulacion directa del SEC, es decir, la sefalizacion a
través de los receptores RCB1 y RCB2 (Figura 31) (Blebea et al., 2025). El CBD
actua principalmente como antagonista y modulador alostérico negativo del receptor
RCBs, reduciendo la sefalizacion inducida por agonistas como el THC y el 2-
arquidonoilglicerol (2-AG), lo que contribuye a la ausencia de efectos psicoactivos y
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a la modulacién de la excitabilidad neuronal, con consecuencia en la supervivencia
celular (Blebea et al., 2025). De manera similar, el CBD disminuye la activacion del
receptor RCB: inducida por agonistas exogenos, lo que sugiere un papel regulador
en procesos inflamatorios y neuroinmunes (Almeida & Devi, 2020). De forma
complementaria, la presencia de CBD en el espacio sinaptico inhibe la actividad
enzimatica de amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH), responsable de la
degradacion de la anandamida (AEA), lo que incrementa la disponibilidad de este
endocannabinoide y potencia la sefializaciéon enddégena del sistema cannabinoide;
esto es importante debido a que AEA puede actuar como un inhibidor retrogrado de
la actividad neuronal a través de su union a los receptores RCB1 presinapticos
regulando las respuestas emocionales y atenuando la reactividad autonémica al
estrés (Eichler, Ehrle, et al., 2023; Mayo et al., 2020; Schmidt et al., 2021).

RCB1+CBD RCB2+CBD
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9 elelelelelol0’®
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Figura 31. Vias de sefalizacion de los receptores RCB+1 y RCB; (Blebea et al., 2025). Se

] Citocinas antiinflamatorias

observa la cascada de sefalizacion mediada por estos receptores
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Sobre el sistema endocannabinoide ampliado, se describié que el CBD puede
actuar como modulador alostérico positivo de los receptores GABAa, potenciando
la neurotransmision inhibitoria asociada a efectos ansioliticos; estos receptores se
encargan de disminuir la capacidad de una célula nerviosa para recibir, crear o
enviar mensajes quimicos a otras células nerviosas (Ghit et al., 2021). Ademas, el
CBD interactua con receptores nucleares como PPARy, involucrados en la
regulacion de la expresién génica relacionada con procesos de transcripcion
neuroprotectores y antiinflamatorios (Barakat et al., 2025; Blebea et al., 2025;
Marsch et al., 2007; Terzian et al., 2009).

Existen receptores clave cuya respuesta se ve alterada por el microambiente
inflamatorio generado por los procesos de ansiedad, particularmente por el aumento
de cortisol; entre ellos, destacan los receptores de dopamina (D2), serotonina (5-
HT4a), adenosina (A1), el potencial transitorio vanilloide (TRPV1) y los del SEC
(RCB+-RCB2) (Almeida & Devi, 2020). Se describe que estos receptores, durante el
proceso fisiologico de ansiedad, mantienen una activacion sostenida de vias
intracelulares como PIsK/AKT/mTOR y MAPK/ERK, acompafiada de un aumento en
la expresion de mediadores proinflamatorios como NF-kB, TNF-a, COX-2 e iNOS
(Figura 32), lo que favorece un estado de hiperreactividad fisiologica, incrementa la
liberacidn de citocinas proinflamatorias y disminuye la capacidad adaptativa. Estas
rutas culminan en la activacion de factores de transcripcion, como la proteina de
unidén al elemento de respuesta a AMPc (CREB), y en modificaciones en la
expresion génica asociada a la manifestacion fisica y conductual del estrés (Blebea
et al., 2025; Guidotti et al., 2013; Marsch et al., 2007; Terzian et al., 2009). En la
figura 32 se muestra un diagrama en donde se indican los mecanismos de

sefalizacion durante un proceso de ansiedad.
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Figura 32. Vias de sefalizacion involucradas en la respuesta fisiolégica de ansiedad
(Blebea et al., 2025; Marsch et al., 2007; Terzian et al., 2009).

Estos receptores son particularmente relevantes debido a que los cannabinoides
presentan la capacidad de interactuar y modificar su actividad: el CBD puede actuar
como un agonista parcial del receptor de dopamina (D2, Ds) (Stark et al., 2020),
teniendo como respuesta fisioldgica el aumento en la sefializaciéon de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), trifosfato de inositol (Pl3), generando un aumento en la
liberacion de Ca?* intracelular y con ello, la liberacion de neurotransmisores;
ademas promueve la activacion de proteina cinasa C (PKC) que conlleva la
modulacién negativa de los canales de Na* y K*. A nivel conductual, el sistema
dopaminérgico participa en multiples funciones neuroldgicas; sin embargo, en el
contexto de la ansiedad, su papel se relaciona principalmente con la modulacién de
la salida de estimulos potencialmente amenazantes, el estado de alerta, la atencion
y la regulacion de la conducta exploratoria e inhibitoria (Bromberg-Martin et al.,
2010; Kibret et al., 2023; Zarrindast & Khakpai, 2015).

Asimismo, el CBD puede actuar como agonista parcial del receptor serotoninérgico
5-HT1a; la activacion de este receptor disminuye la activacion de la adenilato ciclasa
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(AC), AMPc, la entrada de Ca?*, la liberacion de neurotrasmisores como glutamato;
y conlleva a un aumento en la apertura de canales de K*, generando una
hiperpolarizacion de la membrana celular; teniendo como resultado la disminucion
de la excitabilidad neuronal y con ello una modulacién en el control sobre respuestas
emocionales exagera, reflejandose en la conducta como una disminucion en la
hipervigilancia, en el comportamiento de huida y relajacion muscular, signos
medibles a través de la EM (Claire et al., 2025; Melas et al., 2021).

Por otra parte, cabe senalar que el receptor TRPV+1 es un canal iénico no selectivo
altamente permeable a Ca?*, cuando se da su activacion genera el aumento de Ca?*
intracelular, promoviendo la excitabilidad neuronal y la liberacion de glutamato,
favoreciendo la respuesta exacerbada al estrés; con dosis elevadas de CBD, la
activacion del canal TRPV1 por el CBD puede incrementar la excitabilidad neuronal
en circuitos limbicos, contrarrestando el efecto ansiolitico mediado por 5-HT1a y
favoreciendo respuestas conductuales asociadas a mayor reactividad al estrés.
Este fendmeno explica la curva dosis-respuesta en U invertida descrita para el CBD

en modelos de ansiedad (Linares et al., 2019).

En resumen, la administracién de CBD modifica este entorno molecular (Figura 33).
A través de la activacion parcial de 5-HT1a, la modulacién de RCB+4/RCB:2 por
aumento del tono endocannabinoide, la potenciacion de la neurotransmision
GABAérgica, la activacion de PPARYy, en dosis bajas, la inhibicion de TRPV4 y de la
sefalizacion mediada por NF-kB, el CBD favorece una regulacion negativa de las
rutas proinflamatorias y una modulacién positiva de los mecanismos asociados a la
respuesta adaptativa. Este efecto combinado se traduce en una disminucion de la
expresion fisiologica del estrés, una menor produccion de citocinas proinflamatorias
y una modulacion de la respuesta inmune (Barakat et al., 2025; Blebea et al., 2025;
Marsch et al., 2007; Terzian et al., 2009).
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Figura 33. Modulacion por CBD de las vias de senalizacion implicadas en la
respuesta fisioldgica de ansiedad (Blebea et al., 2025; Marsch et al., 2007; Terzian
et al., 2009).

Aunque estos mecanismos han sido descritos principalmente en humanos (Blebea
et al., 2025) y en otras especies como los caninos y roedores (Vries & Cornejo,
2025; Austrich-Olivares et al., 2022; Huffstetler et al., 2023), en equinos la evidencia
disponible continua siendo limitada y se basa en observaciones conductuales, como
la disminucion de la reactividad o la frecuencia de estereotipias (Cunha et al., 2023).
Asimismo, es importante destacar que los hallazgos reportados en otras especies
no siempre pueden extrapolarse a equinos, debido principalmente a diferencias
fisiologicas y de tamanio.

Aun no existen estudios que vinculen directamente las concentraciones sistémicas
alcanzadas con CBD con la expresiéon de estos mecanismos moleculares en
caballos, lo que impide considerar al CBD como un ansiolitico clinicamente probado
en esta especie; pero cabe sefalar que el mecanismo de accion que se describe en
humanos y la manifestaciéon conductual observada en los caballos puede dar un

indicio de la modulacion que se presenta tras la administraciéon de CBD, esto debido
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a que cualquier alteracion de las condiciones que se encuentran en el ejemplar
puede conducir a la aparicion o modulacion de comportamientos especificos, como

lo son las estereotipias (Dezfouli et al., 2014).

De esta manera, el presente estudio integra el comportamiento observado mediante
la EM con las vias de sefalizacién descritas para el CBD en otras especies,
proponiendo un modelo mecanistico que permita interpretar los hallazgos
conductuales desde una perspectiva farmacodinamica. En la figura 34 se ilustra la
convergencia de las principales vias de sefalizacion moduladas por el CBD,
indicando que este interactua directa o indirectamente con receptores acoplados a
proteinas Gio (RCB1, A1, 5-HT1a, D2.3, MOR y RCB2), generando disminucion de
AMPc y reduccion de la entrada de Ca?*', lo que culmina en menor liberacién de
glutamato. Asimismo, antagoniza funcionalmente GPR55 (acoplado a Gg),
reduciendo la senalizacion dependiente de PLC e IP3 y modula canales de sodio
dependientes de voltaje. En paralelo, puede activar TRPV1 (a concentraciones
elevadas), aumentando el Ca?* intracelular, lo que explica el posible perfil bifasico
del efecto. A nivel nuclear, la activacion de PPARy contribuye a la regulacion
transcripcional y a la modulacion antiinflamatoria. La integracion de estas vias
converge en la disminucion de la hiperexcitabilidad limbica asociada a la respuesta

ansiosa.
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Figura 34. Convergencia mecanistica de la actividad ansiolitica de CBD (Barakat et al.,
2025; Blebea et al., 2025; Marsch et al., 2007; SEIC, 2002; Terzian et al., 2009).

En este marco farmacodinamico, la diferenciacion entre las vias de administracion

adquiere relevancia, ya que la via intravenosa favorece una distribucioén sistémica

homogénea e inmediata del compuesto, mientras que la via intranasal ofrece la

posibilidad de un acceso mas directo al SNC a través de las vias olfatorias y del

nervio trigémino, con menor impacto en el metabolismo de primer paso. Estas

diferencias farmacocinéticas podrian modificar la concentracion cerebral alcanzada

y la duracién de la exposicion a los blancos moleculares descritos, alterando asi la

relacion entre la dosis administrada y el efecto ansiolitico observado, como lo

descrito por Deiana et al. (2012) y Paudel et al. (2010.
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9. Limitaciones y perspectivas del estudio

A partir de estas evaluaciones, fue posible establecer lineamientos vy
especificaciones preliminares para la implementacién de la metodologia de
administracion intranasal de CBD en caballos. Sin embargo, debido al numero de
ejemplares incluidos en cada prueba, se considera indispensable incrementar el
tamafio muestral con el fin de conferir mayor poder estadistico a las evaluaciones.
Esto permitira delinear con precision el perfil farmacocinético del CBD administrado
por esta via, asi como establecer correlaciones estadisticas robustas entre los datos
obtenidos por cromatografia y las manifestaciones fisiolégicas y conductuales
registradas mediante la EM.

En esta etapa del estudio, aun no es posible establecer la farmacocinética completa,
la biodisponibilidad relativa, la equivalencia entre vias de administracion ni una

eficacia clinica ansiolitica concluyente.

Asimismo, el analisis conjunto de las respuestas cromatograficas y de las
manifestaciones conductuales evaluadas mediante la EM sugiere un posible efecto
terapéutico asociado a la dosis de 1.2 mg/kg; sin embargo, este hallazgo debera
confirmarse en estudios posteriores con disefios experimentales mas robustos. En
este sentido, se recomienda la implementacién de un estandar interno con el fin de

mejorar la precision analitica.

A partir de estos datos, también es posible concluir que, si bien la resina de CBD
mostro ciertos efectos observables relacionados con la disminucion de
comportamientos vinculados a procesos ansiosos, su grado de pureza sugiere la
presencia de compuestos secundarios que podrian estar interfiriendo con la
respuesta fisiologica del organismo. De manera concordante, en el analisis
cromatografico se identificaron interferencias en las muestras de caballos que
recibieron esta formulacioén, lo que dificulta la interpretacion de los perfiles obtenidos
y limita su aplicabilidad en estudios farmacocinéticos formales. Por ello, el empleo
de CBD en forma pura es la alternativa mas adecuada para futuras fases

experimentales.
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10. Conclusiones

Se logro el desarrollo y validacion de un método analitico para la deteccion y
cuantificacion de CBD en muestras de plasma equino por HPLC-DAD, un método
robusto, que cumple con los criterios establecidos por la ICH M10 ; por lo cual, se
puede afirmar que el método analitico es selectivo, preciso, exacto y lineal; siendo
un meétodo con eficiencia analitica, con bajo consumo de recursos y tiempo uso de
equipo; lo que resulta en un método altamente eficiente y econdémico comparados

con los métodos previamente reportados.

La incorporacion de un sistema de purificacion de la muestra mediante extraccién
en fase sdlida permitié reducir las interferencias derivadas de la matriz biologica,
optimizar el desempefio cromatografico y disminuir el tiempo total de analisis,
cumpliendo con los criterios de aceptacion establecidos para métodos bioanaliticos.
Estos resultados confirman la confiabilidad del método para su aplicacion en
estudios farmacocinéticos y de monitoreo plasmatico de CBD en esta especie.

Por otra parte, se disefidé e implementé un método de administracion de CBD por
via intranasal, que resulto factible y seguro para su aplicacién en caballos bajo las
condiciones evaluadas. La eleccion de esta via de administracién representa una
alternativa no invasiva que podria ofrecer ventajas en cuanto a la rapidez de
absorcion y la facilidad de manejo, aspectos relevantes en el contexto de la

medicina veterinaria equina.

La evidencia preliminar indica que la administracion intranasal induce una
modulacién progresiva y sostenida de la respuesta conductual, reflejada en la
disminucién de la puntuacion de las UAF, indicando que la EM es sensible para
detectar cambios temporales y su pertinencia para evaluar el efecto farmacoldgico
por esta via de administracion. Asimismo, los hallazgos sugieren que la via
intranasal presenta mejor efecto ansioliico de CBD con respecto a la via

intravenosa. Cabe mencionar que los resultados obtenidos permiten considerar este
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trabajo como un estudio piloto que aporta evidencia preliminar para el disefio de

investigaciones posteriores de mayor alcance.

En conjunto, los hallazgos de este estudio piloto sugieren que la administracion
intranasal de CBD, evaluada mediante herramientas conductuales y respaldada por
un método analitico validado, constituye un enfoque viable para el estudio de la
ansiedad en caballos. No obstante, al tratarse de un estudio piloto, se reconoce la
necesidad de investigaciones futuras con un mayor numero de individuos, disefios
experimentales controlados y evaluaciones cuantitativas complementarias que
permitan confirmar y ampliar los resultados. De esta manera, el presente trabajo
contribuye al avance del conocimiento sobre el uso de los cannabinoides en
medicina veterinaria y al desarrollo de metodologias aplicables al estudio del

bienestar animal.
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Introduccion: Con el objetivo de satisfacer la demanda de métodos de evaluacion no invasivos que cumplan con los protocolos de
bienestar animal y, a su vez, respeten las cinco libertades de los animales, se han desarrollado nuevas estrategias de monitoreo de
estrés-bienestar animal. Entre estas, destaca la evaluacion y el monitoreo de unidades de accion facial, también conocidas como
Escala de la Mueca (EM). En modelos animales, esta metodologia representa una herramienta de observacion que permite obtener
informacion sobre el estado fisiologico y emocional de los ejemplares sin intervenir ni influir directamente en ellos. En este trabajo,
se evaluo la utilidad de la EM en un modelo equino bajo condiciones de estrés y su aplicacion en la evaluacion de un prototipo
farmacologico de Cannabidiol (CBD). La relevancia de la EM tiene implicaciones en diversos ambitos y facilita la evaluacion de
estrés en esta especie con aplicabilidad en el desarrollo farmacéutico para el manejo del estrés y la ansiedad en caballos. Se ha
descrito la EM tedricamente pero su interpretacion es subjetiva de acuerdo con el aplicador que la implementa, por lo que para su
correcta utilizacion el desarrollo de evidencia visual permitiria homogenizar los criterios de interpretacion. Objetivo: Determinar la
viabilidad de la aplicacion de la EM como método de evaluacion de estrés en modelos equinos y generar evidencia visual que
describa la escala para mejorar el empleo de esta. Metodologia: Para generar evidencia fotografica sobre la EM se trabajo con cinco
caballos Cuarto de Milla, con un peso aproximado de 500 kg cada uno, a los cuales se les aplico la EM de forma previa a la exposicion
a un estresor. Posteriormente se administré una dosis tGnica de CBD suspendido en aceite de ajonjoli a una concentracion de
1.2mg/mL; se realizo la evaluacion de estresor en los tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 40 45 50 55 7 60 min, periodo de tiempo
en el cual se tomaron evidencias fotograficas y de video. Resultados: Se obtuvieron evidencias fotograficas de los parametros
evaluados mediante la escala de la mueca, asi como videos que permitieron generar una guia visual. En esta guia se observan los
cambios en las unidades de accion facial evaluadas con la escala, asi como las modificaciones en la postura de los caballos.
Conclusiones: La escala de la mueca ya ha sido utilizada en diversos protocolos para evaluar el bienestar animal, demostrando su
efectividad como método de evaluacion en condiciones de dolor, estrés y ansiedad en caballos. En el presente estudio se generd
evidencia visual de la EM facilitando la interpretacion de la misma; se comprobd que también puede ser util para evaluar la
efectividad de farmacos que tengan actividad sobre estos estadios fisiologicos. Es importante destacar que este método no requiere
inversion econémica para su implementacion, lo que contribuye a reducir los costos de investigacion.
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Introduccién: El empleo de compuestos derivados de Cannabis sativa, principalmente el Cannabidiol (CBD), comienza a emplearse
en una amplia variedad de patologias, principalmente en alteraciones del sistema nervioso central; sin embargo, debido al
desconocimiento parcial de sus efectos y mecanismos de accion en diferentes especies, ha llevado a su prohibicion en diversos
ambitos; como en las actividades ecuestres, ya que siguieren que podrian representar una ventaja competitiva. Asi también, se debe
considerar que en México no existe ningiin método validado que pueda emplearse como mecanismo de deteccion y cuantificacion
en casos de dopaje en estas disciplinas. Objetivo: Desarrollar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para la cuantificacion y deteccion de CBD en muestras de plasma equino. Metodologia: Se trabaj6 con cuatro caballos
Cuarto de Milla, con un peso aproximado de 500 kg cada uno, a los cuales se les administré una dosis tinica de CBD suspendido en
aceite de ajonjoli (1.2mg/mL). Para obtener el plasma se recolectaron muestras de sangre blanco y posteriores a la administracion,
estas se centrifugaron durante 15 minutos a 3300 rpm, el plasma se almacend en congelacion hasta su analisis. Se evaluaron dos
métodos de extraccion de CBD, el método A a 500uL de plasma se le adicioné acetonitrilo (ACN) se agitd en vortex y se centrifugo;
el método B consistio en una extraccion liquido-liquido utilizando como disolvente terbutil metil éter (2 x 5mL), el cual se llevo a
sequedad mediante presion reducida y el solido recuperado fue reconstituido en ACN. Todas las muestras fueron filtradas a través
de nylon de 0.45 pm y se inyectaron en un HPLC, utilizando una columna C18 (150 x 3.0 mm), en un sistema isocratico con ACN
y agua como fase movil, el método fue validado y se evalud la especificidad, precision, linealidad del sistema, los limites de
cuantificacion (LC) y deteccion (LD). Resultados: El método de extraccion B demostré mayor eficacia para la deteccion de CBD.
Se desarrollo un método rapido y especifico para la cuantificacion e identificacion de CBD con tiempo de retencion (tr) de 3.5 min,
el método fue validado obteniendo una linealidad en el rango de concentracion de 250 a 31.25 pg/mL, con R? de 0.9995 y coeficientes
de variacion (CV) <2 % por nivel; en la precision se obtuvo un CV <2%. Los limites de cuantificacion y deteccion fueron calculados
mediante curva de calibracion en un rango de 250-3.65 pg/mL, el LC y LD calculados fueron de 20.38 y 6.76 pg/mL,
respectivamente. Conclusiones: El método analitico desarrollado demostro ser especifico, preciso y eficiente para la deteccion de
CBD en muestras de plasma equino, su aplicacion podria considerarse como una alternativa util para la deteccion de CBD en
muestras de equinos, asi como una prueba de dopaje en competencias ecuestres. Este método se destaca por ser rapido y confiable,
ademas de reducir significativamente los costos por reactivos, tiempo de procesamiento de las muestras y el uso de equipo en
comparacion con otras metodologias analiticas. Con la metodologia propuesta logramos obtener un método de deteccion de CBD en
plasma equino con un LC calculado de 20.38 pg/mL que con algunas modificaciones al método de extraccion podria optimizarse.
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Analysis of the effect of cannabidiol on the immune response in horses
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Introduction

With the need to find new therapeutic alternatives for various pathological cases, different methods of extraction from natural products have
been developed. Among them, compounds derived from Cannabis, known as cannabinoids, have gained relevance in various fields. In
particular, cannabidiol (CBD) has been shown to possess anxiolytic, anti-inflammatory, anticonvulsant and neuroprotective properties.

The health effects of Cannabis remain poorly understood, especially in the case of products administered intranasally. Therefore, the
objectives of this work are a) The development and validation of HPLC-DAD analytical method for CBD, b) evaluate the
immunomodulatory activity of CBD administered by intranasally route, considering its affinity for the CB2 receptor predominant in cells of

the immune system. Anxiety
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Expected results| Conclusions

The analytical method developed proved to be specific, accurate, and
efficient for the detection and quantification of CBD in oil solution
samples and equine plasma. Its application could be considered a useful
alternative for the detection of CBD in equine samples in various fields,
such as doping tests in equestrian competitions. On the other hand, tests
related to the microarray have yet to be completed, which are expected to
identify the genetic expression involved between CBD use and immune
system modulation.

a) The analytical method for the detection and quantification of
CBD from the oil solution, as well as for the evaluation of
plasma samples, complied with the wvalidation parameters
established by the ICH (2005, 2022). The established limits of
detection and quantification 0.6 and 1.8pg/mL, respectively.
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F : Text and https://www.ema.curopa.eu * Laboratorio de Biocatalisis , CBS-DAS, UAM Xochimilco.

2.International Council for Harmonisation. (2022). ICH guideline M10 on bioanalytical method « Laboratorio de Farmacologia y toxicologia, CBS-DPAA, UAM Xochimilco
validation and study sample analysis. https://www.ema.europa.eu + Laboratorio de Ensayos metabolicos, CBS-DPAA, UAM Xochimilco
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