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Resumen
El acné es una de las patologias de la piel mas comunes, uno de los causantes es
Propionibacterium acnes, un microorganismo anaerobio y gram-positivo que habita en los
foliculos pilosos de la piel, en la actualidad presenta resistencia a los tratamientos a base de
antibioticos; este tema de investigacion tiene el fin de evaluar la actividad antibiotica del aceite
de Cannabidiol frente a Propionibacterium acnes y el nivel de toxicidad frente a Artemia

salina.

Para la metodologia se utilizé antibiogramas por el método Kirby-Bauer, donde se evalu6 las
concentraciones: 0,8 %; 0,6 %; 0,4 %; 0,3 % y 0,1 %; Amoxicilina para control positivo y
Dimetilsulfoxido (DMSO) para control negativo; se calculé el porcentaje de inhibicion frente
a Propionibacterium acnes y dos bacterias control: Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis. Una vez testeado el porcentaje de inhibicion se ensay6 un estudio de toxicidad

frente Artemia salina para determinar su DL50.

El aceite de Cannabidiol obtenido de una empresa ecuatoriana fue usado como agente
antibidtico a evaluar, se evidencié que en una concentracion de 0,8 % presenta un porcentaje
de inhibicién de 91,2 %, 98,7 % y 93,6 % frente a Propionibacterium acneés, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis respectivamente, datos que no presentan una diferencia
significativa frente a Amoxicilina; para el ensayo de Artemia salina se obtuvo un DL50 de 4,8
%; tomando en cuenta que el aceite comercial tiene una presentacion de 500 mg/30mL
equivalente a 1,6 %; resulta ser un producto relativamente inocuo. Concluyendo asi que el aceite
de Cannabidiol es una gente antibiético muy prometedor por los porcentajes de inhibicion

presentados y baja toxicidad.

Palabras clave: CBD, antibiogramas, bioensayo, DL50.



Abstract
Acne is one of the most common skin pathologies, one of the causes is Propionibacterium
acnes, an anaerobic and gram-positive microorganism that lives in the hair follicles of the skin,
currently presents resistance to antibiotic-based treatments; this research topic has the purpose
of evaluating the antibiotic activity of Cannabidiol oil against Propionibacterium acnes and the

level of toxicity against Artemia salina.

For the methodology, antibiograms were used by the Kirby-Bauer method, where the
concentrations were evaluated: 0,8 %; 0,6 %; 0,4 %; 0,3 % and 0,1 %; Amoxicillin for positive
control and Dimethyl sulfoxide (DMSO) for negative control; the percentage of inhibition
against Propionibacterium acnes and two control bacteria were calculated: Staphylococcus
aureus and Staphylococcus epidermidis. Once the percentage of inhibition was tested, a toxicity

study was carried out against Artemia salina to determine its LD50.

The Cannabidiol oil obtained from the Ecuadorian company was used as the antibiotic agent to
be evaluated, and it was found that at a concentration of 0.8% it presented a percentage of
inhibition of 91,2 %, 98,7 % and 93,6 % against Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aureus and Staphylococcus epidermidis, respectively, data that do not present a significant
difference against amoxicillin; for the Artemia salina test, a LD50 of 4,8 % was obtained; taking
into account that the commercial oil has a presentation of 1,6 % (500 mg/30 mL), it results in a
relatively innocuous product. Thus concluding that Cannabidiol oil is a very promising

antibiotic due to the inhibition percentages presented and low toxicity.

Key words: CBD, antibiograms, bioassay, LD50.



Introduccion

Como dijo el poeta Neruda, (2014): “segun supe por lo que hablaban el problema era como
sigue: nunca murio tanto microbio, toneladas de ellos caian, pero los pocos que quedaron se

manifestaban perversos ”.

Discutir sobre el uso y abuso de antibi6ticos no solo en Ecuador sino alrededor del mundo, es
un tema de moda y de mucha controversia, debido a los esfuerzos realizados por profesionales,
esta es una practica que continta dejando a su paso varias consecuencias graves e irreversibles
y una de ellas es la resistencia bacteriana o multi-resistencia adquirida por microorganismos a
los antibidticos, la resistencia se debe a la capacidad de las bacterias u otros microorganismos

para contrarrestar el efecto de algin antibiético (De la Fuente et al., 2015).

En dermatologia es muy comun el uso de los antibi6ticos como tratamiento farmacoldgico
principal para una variedad de patologias como el acné; este se define como la enfermedad
inflamatoria mas comuan de la unidad pilosebacea (Argote et al., 2014), (Dréno, 2017), que
afecta aproximadamente a un 85 % de personas entre 12 y 25 afios de edad (Zaenglein, 2018);
aunque puede persistir en edades adultas (Valdés et al., 2020), (Orozco et al., 2011). Uno de los
componentes patogénicos es la colonizacién bacteriana por Propionibacterium acnés
(Gilaberte, 2009), (Kircik, 2019); esta bacteria comensal humana reside en los conductos
pilosebaceos de la piel y ha sido tratada con antibidticos (Baquero, 2013); sin embargo, la
prevalencia de la bacteria resistente a los antibiéticos es mundial y va en aumento (Moon et al.,

2012).

En los dltimos afios el uso desmedido de antimicrobianos para el tratamiento de acné, tanto

topicos, sistémicos y preparados de venta libre han fomentado la aparicion de cepas resistentes



(Dessinioti & Katsambas, 2016); esta resistencia se debe a la produccion de la biopelicula
(Dréno et al., 2018; Siier & Glivenir, 2019), este es un polimero (Glucocaliz) que favorece la
supervivencia y la capacidad inmunogénica que ha dado como resultado la resistencia a los
antibidticos, lo que puede limitar la efectividad del tratamiento (Argote et al., 2014). Se ha
reportado a lo largo de los afios diversas resistencias de Propioniaterium acnés como es el caso
de Clindamycina y Erythromicina, las cuales fueron reportadas en el afio 1979 (Dessinioti &
Katsambas, 2016; Moon et al., 2012), posteriormente en el afio 1983 se reporta la primera

resistencia a tetraciclinas.

Se ha reportado en pacientes con un acné severo, el 70 % de ellos presenta una elevada
formacion de biofilm y de la multi-resistencia de Propionibacterium acnés a diversos
antibidticos (Dréno et al., 2018; Farha et al., 2020; Moon et al., 2012). Por esta razdn el uso de
nuevas alternativas contra Propionibacterium acnés es interesante, se ha informado en estudios
como los realizados por Blaskovich et al., (2021) y Feldman et al., (2021) que el uso de
Cannabidiol, funciona excelente con biofilms de microorganismos gram-positivos; por lo que,

estudiar el efecto de Cannabidiol contra Propionibacterium acnés es prometedor.

En Ecuador ha crecido la demanda de plantas con potencial medicinal; asi es como las
propiedades del Cannabis se ha ido popularizado; Grotenhermen & Miller-Vahl (2012),
describen algunas de propiedades: antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias, efectos
contra el dolor crénico y contra enfermedades psiquiatricas; Baral et al., (2020) sostiene que las
propiedades antibacterianas proviene principalmente del Tetrahidrocannabinol THC y del
Cannabidiol CBD; este ultimo es uno de los principales componentes de la Marihuana y
representa casi el 40 % de los extractos que se pueden obtener de ella, este compuesto no es
psicoactivo y tiene un alcance mas amplio en aplicaciones terapéuticas (Hinojosa y Marin,

2017).



En base a esto se propone evaluar la actividad antibiotica del aceite de Cannabidiol frente a
Propionibacterium acnes y toxicidad frente Artemia salina, con el fin de crear la linea base
para la produccion de fitoproductos; mediante la evaluacion del efecto antibidtico
(Antibiograma) y toxicidad (DL50 en Artemia salina) del aceite de Cannabidiol disponible en

el mercado ecuatoriano.

Con este propdsito se plantea las siguientes hipétesis alternativas: el aceite de Cannabidiol
tiene efecto antibidtico frente a Propionibacterium acnes, Staphylococcus auresu vy
Staphylococcus epidermidis; estas dos Gltimas como cepas de control ya que se ha demostrado
anteriormente su efecto antibidtico en el estudio presentado por Blaskovich, et al., (2021) y
Wassmann et al., (2020); este grupo de bacterias son gram-positivas y se encuentran

normalmente en la piel humana.

Para comparar el efecto del aceite de Cannabidiol se utilizd6 como vigilancia positiva a la
Amoxicilina, un antibiético betalactdmico con amplio espectro de actividad bactericida,

utilizado para la inhibicion de bacterias gram-positivas y gram-negativas (Flores et al., 2016),

Por otro lado, para elaborar un fito producto se debe demostrar su nivel de toxicidad que asegure
la inocuidad del producto elaborado, por lo cual plantemos un bioensayo utilizando Artemia
salina, cuyas caracteristicas hacen posible determinar la dosis en la que el principio activo es

téxico.



Marco de referencia

Estado del arte
El Cannabidiol (CBD), un compuesto no psicoactivo de la planta de Cannabis que ha

acaparado gran atencién en los ultimos afios por su potencial terapéutico anecdotico
para diversas patologias, entre ellas los trastornos cutdneos y cosméticos (Baswan et al.,
2020) ademés tiene acciones antiespasmodicas, analgésicas, neuroprotectoras,
antiinflamatorias, y son eficaces contra ciertas enfermedades psiquiatricas, sin embargo,
en la actualidad sélo esta aprobado el uso de un extracto de Cannabis que contiene
tetrahidrocannabinol y Cannabidiol en una proporcion de 1:1 (Grotenhermen &

Miiller-Vahl, 2012a).

Respecto al potencial del Cannabidiol para la salud de la piel, el tratamiento con
cannabinoides tépicos puede ser eficaz para ciertos trastornos de la piel; las
investigaciones sobre el potencial terapéutico de las aplicaciones topicas son limitadas;
pero existen pruebas que pueden corroborar la informacion de que el compuesto

denominado Cannabidiol puede ser una alternativa para algunas afecciones de la piel.

En un estudio hecho por Kosgodage et al., (2019), estudiaron los efectos antibacterianos
conocidos del Cannabidiol, un fitocannabinoide de Cannabis sativa, podrian atribuirse
en parte a los efectos sobre el perfil bacteriano de las vesiculas de membrana y su
liberacion, el Cannabidiol es un fuerte inhibidor de la liberacion de vesiculas de
membrana de las bacterias gram-negativas como Escherichia coli; el Cannabidiol
aumenta significativamente la accion bactericida de varios antibioticos seleccionados

en las bacterias gram-negativas, como con la Kanamicina.



Castro, Nifio, Pineda, & Torres, (2019), determinaron la actividad microbiana del aceite
esencial de Cannabis sativa sobre Fusobacterium nucleatum sus resultaron en una

actividad antimicrobiana con efecto similar presentado por clorhexidina.

Feldman, Sionov, Mechoulam, & Steinberg, (2021), examinaron la actividad
antibiofilm del Cannabidiol contra Candida albicans que es un patégeno fungico para
el ser humano que forma una biopelicula que es un factor importante de virulencia de
las infecciones por este patdgeno; sus hallazgos demostraron que el Cannabidiol ejerce
efectos inhibitorios dependientes del tiempo sobre la formacion de biofilm y reduce el

grosor de la biopelicula fungica.

Sangiovanni et al., (2019) estudiaron el efecto potencial del extracto etanolico de
Cannabis sativa L. estandarizando el Cannabidiol como agente antiinflamatorio de la
piel, mostrando diferentes efectos sobre la liberacion de interleucina-8 y el factor de
crecimiento endotelial vascular; estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos
sobre el efecto potencial de los extractos de Cannabis contra las enfermedades de la piel

provocadas por la inflamacion.

Farha et al., (2020) mostraron que los cannabinoides exhiben actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), inhiben su capacidad
para formar biopeliculas, erradican las preformadas y células de fase estacionaria

persistentes a los antibioticos.



. Fundamentos tedricos
Se realiza una revision bibliografica sobre los conceptos en los que se basa esta
investigacion.
1.1 Actividad antimicrobiana
La actividad antimicrobiana es la capacidad que presenta un compuesto para inhibir el
aumento de una poblacidn bacteriana o para eliminarla, y que se puede expresar

cuantitativamente con pruebas in vitro (Sanchez et al., 2016a).

1.2 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana es la capacidad que tienen los microorganismo para
resistir y sobrevivir a los antibiético, o en donde la bacteria puede disminuir o inactivar
la accion de los agentes antimicrobiano (Alds, 2015); esta resistencia sobreviene cuando
la bacteria sufre algin cambio que reduce o elimina la efectividad de antibidtico,
compuestos quimicos o cualquier otro agente destinado para curar o prevenir alguna

infeccion (De la Fuente et al., 2015).

1.3 Antibiograma
Las metodologias para determinar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas

son muy variadas, sin embargo, siempre aportan informacién muy valiosa para la
busqueda preliminar de compuestos con propiedades antimicrobianas (Sanchez et al.,

2016b).

Un antibiograma es un test de susceptibilidad en donde un microorganismo es ensayado
in vitro, con diversos antibidticos en diversas concentraciones (Ibarra y Paredes, 2013);
(Tascini et al., 2016). Este método fue estandarizado en 1966 por Bauer, la técnica
consiste en la aplicacion de una cantidad determinada de antimicrobiano en un disco de

papel ( Ibarra 'y Paredes, 2013); (Suer & Givenir, 2019).



1.4 Método Kirby-Bauer

Segun Taroco et al., (2015), el antibiograma por disco difusion es uno de los métodos
que el NCCLS recomienda para la determinacién de la sensibilidad bacteriana a los

antibidticos.

El antibiograma disco-placa consiste en depositar en la superficie de agar de una caja
Petri previamente inoculada con el microorganismo, los discos de papel secante
impregnados con los diferentes antibioticos tienen un filtro que absorbe agua y el
antibiotico se difunde en el agar radialmente a través del espesor del agar; transcurridas
18-24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion
donde la concentracion de antibidtico en la interfase entre bacterias en crecimiento y

bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica (Picazo, 2000).

1.5 Bioensayos de toxicidad

El uso de bioensayos para controlar la bioactividad de extractos, fracciones y
compuestos aislados de plantas se ha incorporado con frecuencia a la investigacion
fitoquimica; entre estos ensayos biolégicos se encuentra la prueba de toxicidad con
Artemia salina (Cansian et al., 2017). El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa
en la posibilidad de causar la muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el

laboratorio (Fernandez et al., 2009).

Este método, en el cual se determina el valor de la concentracion letal media (CL50) de
compuestos y extractos en medio salino, ha sido utilizado para predecir citoxicidad de

compuestos puros (Fernandez et al., 2009).

1.6 Acné

El acné vulgar es una de las enfermedades inflamatorias mas comunes del anexo

pilosebaceo (Ogé et al., 2019), alrededor del 85% de los jovenes entre los 12 y 25 afios



la padecen y pueden continuar en la edad adulta o presentarse a cualquier edad (Argote
et al., 2014). Se produce de forma mas destacada en las zonas de la piel con una alta
densidad de glandulas sebaceas, como la cara, la espalda y el pecho (Picardo et al.,

2017).

1.6.1 Clasificacion

Tradicionalmente se ha dividido al acné por la predominancia de sus lesiones
elementales en: Grado I: Acné comeddnico donde hay mas comedones y muy pocas
papulas y pustulas.

Grado IlI: Acné papulo-pustuloso con muchas de estas lesiones inflamatorias y
comedones abiertos y cerrados.

Grados 11l y 1V: se pueden determinar abscesos y quistes que dejan cicatrices muy
notorias, comedones abiertos y cerrados que tienen poros dobles o triples y con una

topografia mas diseminada o extensa (LOpez et al., 2017).

1.6.2 Factores patogénicos

Tan et al., (2018), menciona que los factores patogénicos que estimulan la aparicién del
acné son los siguientes:

e Aumento de la secrecion sebacea: causada por los cambios hormonales
especificamente en los andrdgenos, que provocan la obstruccion de los foliculos
sebaceos, lo que resulta en la aparicion del microcomedon.

e Hiperqueratosis o hiperqueratinizacion del infra infundibulo: ocurre a nivel de la
capa granulosa y la capa cornea, resultando en la obstruccién de los poros donde
se acumula suciedad, desechos, bacterias y células inflamatorias, provocando la

aparicion de comedones.



e Colonizacion por Propionibacterium acnés: es un miembro de la flora normal de
la piel y a su vez promueve la inflamacion de lesiones del acné mediante la
produccion de mediadores inflamatorios, acidos grasos libres y porfirinas.

e Inflamacién secundaria.

Mecanismo de formacion del acné

Inflamacion L

Queratinizacion anormal %
. (taponamiento folicular)

f" »

Y
Foli:ulo Iiposo) "

Figura 1. El elemento inicial es (A) la queratinizacién anomala de los queratinocitos, lo que crea el
microcomedon, al mismo tiempo, (B) el aumento de los andrégenos circulantes en la pubertad estimula la
produccién de sebo, estos elementos se combinan en la unidad pilosebacea y forman un ambiente
idoneo para Propionibacterium acnes que desencadena (C) la reaccién de inflamacién.
Fuente: (L6pez et al., 2017).

Glandula sebacea

1.6.3 Tratamientos

Para el tratamiento de acné se incluye principalmente varios tratamientos topicos con
retinoides o antibidticos y sistémicos con antibidticos orales, sin embargo, estos
tratamientos presentan algunos efectos secundarios, como irritacion cutanea, irritacion
gastrointestinal y nefrotoxicidad, fotosenibilidad, y a su vez provocar una resistencia

microbiana (Picardo et al., 2017).

a. Tratamientos topicos

Retinoides: Corrigen la hiperqueratinizacién folicular anormal e inhiben la formacién
de nuevos brotes (Mahto, 2017).
Perédxido de benzoilo: es un agente bactericida con capacidad para reducir las

poblaciones de Propionibacterium acnes en los foliculos sebaceos (Mahto, 2017).




Acido azelaico: puede utilizarse como opcion de segunda linea para el acné si otros
tratamientos no son adecuados 0 no se toleran. Hay menos datos cientificos sobre este

agente, y los resultados son contradictorios (Mahto, 2017).

b. Tratamientos orales

Antibidticos: Tienen actividad contra Propionibacterium acnes, sin embargo, existe el
riesgo de desarrollar resistencia bacteriana (Fernandez y Pérez, 2020).

Isotretinoina: retinoide sistémico (Picardo et al., 2017)

1.7 Microorganismos del acné: Propionibacterium acnés

1.7.1 Taxonomia

Tabla 1.
Taxonomia de Propionibacterium acnes
Reino Bacteria
Filo Actonobacteria
Orden Actinomycetales
Familia Propionibacteriaceae
Género Cutibacterium
Especie acnes

Fuente: (Ibarra et al., 2019)

Entre los diversos microorganismos comensales presentes en la flora sana de la dermis,
Propionibacterium acnes es una bacteria anaerobia gram-positiva, especialmente en el
foliculo pilosebaceo (Siier & Guvenir, 2019), correspondiente al filo Actinobacteria,
que se encuentra predominantemente en la profundidad del foliculo sebaceo en contacto
con los queratinocitos (Dréno, 2017). Propionibacterium acnés es considerado un
patdgeno oportunista, que afecta a una gran variedad de infecciones y afecciones
inflamatorias (Diaz et al., 2019). Se ha observado que los pacientes que padecen acné
tienen un mayor nimero de esta bacteria, y la reduccion en su poblacién se relaciona

con mejoria clinica (Argote et al., 2014).
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1.7.2 Mecanismo de accion

Esta bacteria prolifera en el interior del comeddn, hidroliza el sebo mediante lipasas
lipolisis, convirtiendo los triglicéridos en glicerol y &cidos grasos y ademas libera un
primer factor quimiotactico para los PMN, que, al difundirse a través de la pared del
comedon, atrae a los PMN. Estos PMN entran en la luz folicular, fagocitan, ademas
produce proteasas hidroliticas, especialmente metaloproteinasas, que causan la rotura

de la pared del foliculo pilosebaceo (Picardo et al., 2017).

1.7.3 Resistencia antibiotica
Los agentes antimicrobianos y antibidticos han sido un pilar en el tratamiento del acné,

sin embargo, se observa mas resistencia a los antibiéticos por parte de
Ppropionibacterium acnés debido a una produccion de una biopelicula (Kuehnast et al.,

2018)

Los factores implicados en el aumento de la resistencia en las biopeliculas que son un
glicocalix que se combina con el sebo aumentando la adhesividad de los queratinocitos
y favoreciendo asi la formacion del comedon (Gilaberte, 2009) incluyen la penetracion
restringida de los antimicrobianos, la disminucidn de la tasa de crecimiento, la expresion
de genes de resistencia y la presencia de células "persister” resistentes (Dessinioti &

Katsambas, 2016).

La presencia de dicha biopelicula bacteriana juega un gran papel de resistencia a los
antimicrobianos (Omer et al., 2017). Una biopelicula se define por tres componentes
esenciales: las células microbianas, una superficie donde estas células se adhieren y una
matriz polimérica extracelular en la que las células estan incrustadas y forman

comunidades mas grandes (Dessinioti & Katsambas, 2016). Este glucocaliz protector
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complejo es producido por bacterias y las protege de las defensas del huésped como son

los neutrdfilos y macrofagos (Argote et al., 2014).

Condiciones de crecimiento: Truptic soy agar, Sheep Blood Agar, Standard Methods

Agar o Nutrient agar a 35-37 °C en una atmosfera aerobica (Microbiologics, 2011).

1.8 Microorganismo de control: Staphylococcus aureus

1.8.1 Taxonomia

Tabla 2.
Taxonomia de Staphylococcus aureus
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Especie Aureus

Fuente: (Moreno, 2017)

El género Staphylococcus estd formado por cocos gram-positivos, con un didmetro de
0,5 a 1,5 um, agrupados como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o
formando racimos de uvas (Pasachova et al., 2019). En los Gltimos afios se ha
observado un considerable aumento de la resistencia a multiples antibiéticos, siendo
el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina favorecido principalmente por el
uso indiscriminado de antibidticos (Catro et al., 2018). Se describe que este
microorganismo hace parte de la flora normal y transitoria de los seres humanos
(Casado et al., 2012), encontrandose principalmente en la piel, en la zona nasofaringea,

pliegues inguinales y axilas (Pasachova et al., 2019).

La accion patdgena deriva de su propia caracteristica estructural (capsula o capa
mucosa, proteina A) que le permite la produccién de una isoenzima y toxina especifica

(catalasa, emolisina, coagulasa, estafilocinasa, ialuronidasa, lipasa, etc.) y le da la
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capacidad de multiplicarse en todos los sitios del cuerpo causando dafio celular

localizado en el sitio de la infeccidn (Lopez et al., 2021).

1.8.2 Resistencia antibiotica
Se han descrito, al menos, tres mecanismos de resistencia de Staphylococcus aureus a

los B-lactamicos, en muchas ocasiones relacionados entre si: produccion de f-
lactamasas, fendmenos de tolerancia y resistencia por proteinas fijadoras de penicilina
(PBP) modificadas o supernumerarias, conocida como resistencia intrinseca a meticilina

(Camarena y Sanchez, 2010).

Condiciones de crecimiento: Tryptic soy agar, Sheep Blood Agar, Standard Methods

agar o Nutrient Agar en 37 °C en una atmosfera aerdbica (Microbiologics, 2011).

1.9 Microorganismo de control: Staphylococcus epidermidis

1.9.1 Taxonomia

Tabla 3.
Taxonomia de Staphylococcus epidermidis
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Cocci
Orden Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Especie Epidermidis

Fuente: (Gopequi, 2015)

Staphylococcus epidermidis es el microorganismo mas frecuentemente aislado (Patifio
y Morales, 2013) que coloniza la piel (Cervantes et al., 2014). Staphylococcus
epidermidis, es un coco gram-positivo, coagulasa negativo (Catro et al., 2018) Se
reconoce como caracteristica la formacion de un ‘biofilm’ fabricado en base al &cido

teicoico, el cual normalmente forma parte de la pared del estafilococo (Ortega, 2018).
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1.9.2 Resistencia antibiotica

Staphylococcus epidermidis cuenta con un amplio repertorio de mecanismos que han
evolucionado para evadir la respuesta inmune. Estos elementos incluyen la
modificacion de su superficie bacteriana para evitar su reconocimiento, hasta la
liberacion de toxinas que inducen la muerte de células del sistema inmune (Ortega,

2018).

Condiciones de crecimiento: Truptic soy agar, Sheep Blood Agar, Standard Methods

Agar o Nutrient agar a 35-37 °C en una atmosfera aerobica (Microbiologics, 2011).

1.10 Cannabis sativa L.

1.10.1 Recorrido histérico

Cannabis sativa es originaria de Asia (Manzanilla y Limones, 2019b) y su uso para
producir fibras y confeccionar diversos productos textiles, data del 4000 a.C., mientras
que su registro de uso en la medicina tradicional data de 2700 a.C y segln reportes, es
utilizado para producir mas de 25.000 productos y subproductos, entre los que se
encuentran por ejemplo: papel, textiles, cosméticos, pinturas, ropa, alimentos,
materiales aislantes, etc (Vazquez, 2021). De acuerdo al conocimiento popular, se le
han atribuido propiedades analgésicas, relajantes musculares, antidepresivas,
hipnoéticas, inmunosupresoras, antiinflamatorias, ansioliticas, broncodilatadoras, entre

otras (Rodriguez y Fontaine, 2020).

1.10.2 Descripcion botanica

Cannabis sativa L. es una planta anual que pertenece a la familia Cannabaceae, fue
clasificada botanicamente por primera vez en 1753 por Carl Linnaeus (Baral et al.,
2020). Actualmente, (Missouri Botanical Garden, 2013) reconoce trece especies. Es una

planta herbacea anual de hasta 4 m de alto, dioica, de tallo erecto y hojas palmadas
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estipuladas, las inferiores opuestas y las superiores alternas. Las hojas se encuentran
sobre peciolos de hasta 7 cm de largo. Cada hoja se compone de entre 3 a 9 foliolos
angostos, de apice agudo, con margenes serrados y tricomas glandulares recostados

sobre el haz y el envés de un color mas claro (Covarrubias, 2019).

1.10.3 Taxonomia

Tabla 4.
Taxonomia de Cannabis sativa

Clasificacion cientifica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Urticales
Familia: Cannabaceae
Género: Cannabis
Especie: C. sativa

Carlos Linneo

Fuente: (Pediapress, 2013)

1.10.4 Distribucion
Actualmente se encuentra ampliamente distribuida en regiones templadas y

subtropicales del mundo (Conabio, 2012). En China se proponen como los posibles
sitios de domesticacion temprana; esta fue dirigida hacia la produccion de fibra y de

semillas alimenticias (Vazquez, 2021).

1.10.5 Cultivo
El ciclo natural de Cannabis sativa comienza en la primavera con la germinacion de las

semillas. La etapa de crecimiento vegetativo se lleva a cabo en mediados del verano,
hasta que las plantas comienzan a florecer. El desarrollo floral se mantiene durante dos
0 tres meses y, para la mayoria de las variedades, la cosecha Optima se da a principios
del otofio (Gallego, 2011).

Al término de la floracion, se procede a la cosecha de las plantas, para ello se cortan las

ramas principales y se apartan los cogollos, tratindolos con mucho cuidado para evitar
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la pérdida de resina; también se apartan las hojas grandes. Finalmente, se lleva a cabo
el proceso de secado,

que debe realizarse a la sombra, en un lugar con buena ventilacion y humedad regulada.
Las fallas en este proceso pueden provocar que las hojas y cogollos se contaminen con

hongos y que la concentracion de tetrahidrocannabinol disminuya (Angeles et al., 2014).

1.10.6 Componentes bioquimicos

Existen muchos componentes bioquimicos en el Cannabis con valor medicinal, dentro
de estos los de mayor interés son los fitocannabinoides, un grupo de 100 compuestos
terpenofendlicos, que se encuentran en la planta Cannabis sativa (Santiseban y
Betancurt, 2020). Las plantas silvestres de Cannabis no contienen cannabinoides, los
compuestos bioactivos, los principales cannabinoides son el Cannabidiol (CDB) vy el
A9-tetrahidrocannabinol (THC), que se utilizan con propdésitos medicinales y

enervantes, respectivamente (Manzanilla y Limones, 2019a).

1.10.7 Cannabinoides

a. A9-tetrahidrocannabinol (THC)
El A9-tetrahidrocannabinol es el fitocannabinoide farmacoldgicamente més activo del

Cannabis y con efecto psicotropico generador de adiccion, tanto en su forma herbal
(Marihuana o Cannabis en bruto) como en la modalidad de resina (hashish) (Plancarte

etal., 2019).

b. Cannabidiol (CBD)

Es conocido como un ingrediente antipsicoactivo ya que modera el efecto que tiene el
tetrahidrocannabinol (Fassio et al., 2013). EI Cannabidiol es un componente de la
marihuana que no activa los receptores cannabinoides (Millan y lIsais, 2019), es un
fitocannabinoide no psicoactivo producido por la planta Cannabis sativa que ha

demostrado ser bien tolerado en humanos; el Cannabidiol, a diferencia del
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tetrahidrocannabinol, es menos potente y puede requerir dosis mucho mas altas para
obtener sus beneficios complementarios sobre el dolor, la inflamacién y la disminucion
de la ansiedad y la taquicardia asociadas al tetrahidrocannabinol (Maccallum & Russo,
2018).

Entre otros 66 compuestos conocidos son Cannabinol (CBN), Cannabichromene

(CBC), Cannabigerol (CBG) y al menos 60 otros cannabinoides (Plancarte et al., 2019).

1.10.8 Alcaloides

Otros componentes quimicos también presentes en la planta son los alcaloides, aunque
se encuentran en menor proporcion. Estos son compuestos nitrogenados que usualmente
presentan una actividad bioldgica a dosis bajas y que pueden derivar de aminoacidos.
Se han aislado e identificado por lo menos 10 de estos compuestos en las raices, tallos,
hojas, polen y/o semillas (Flores & Verpoorte, 2008). Debido a la baja concentracion
de los alcaloides presentes en esta especie, su evaluacion farmacolégica ha sido dificil

(Angeles et al., 2014).

1.10.9 Terpenos

Se han identificado alrededor de 120 terpenos en esta especie vegetal; estos metabolitos
son responsables del sabor de las diferentes variedades y determinan la preferencia de
los usuarios de las mismas. El 6xido de cariofileno, es el principal compuesto aromatico
y volatil que identifican los perros utilizados para la deteccion de narcoticos. Estos
compuestos se extraen facilmente a través de una destilacion por arrastre de vapor, para

obtener el aceite esencial (EISohly & Slade, 2005).

1.10.10 Flavonoides

Son compuestos aromaticos y se pueden encontrar en forma libre o conjugada con un
glucdsido, se producen mas de 20 de estos metabolitos (Flores & Verpoorte, 2008) que

se encuentran principalmente en las hojas. La canflavina A y canflavina B, son dos
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flavonoides que han mostrado actividad farmacoldgica, inhibiendo la produccion de
prostaglandina E, mientras que otros estudios sugieren que modulan la accién de los
canabinoides (Grotenhermen & Muller-Vahl, 2012b).

Finalmente, también contiene estilbenoides, lignanamidas y amidas fenolicas. Los
estilbenoides, son compuestos fendlicos cuya funcion principal en las plantas es

participar activamente en los mecanismos de defensa (Flores & Verpoorte, 2008).

1.11 Pruebas de toxicidad con Artemia salina

El crustaceo filtrador Artemia es uno de los organismos modelo mas utilizados para
estudiar el impacto de toxicos (Bhuvaneshwari et al., 2017). El uso de bioensayos para
controlar la bioactividad de extractos, fracciones y compuestos aislados de plantas se ha
incorporado con frecuencia a la investigacion fitoquimica; entre estos ensayos
bioldgicos se encuentra la prueba de toxicidad con Artemia salina que fue desarrollado
para detectar compuestos bioactivos en extractos de plantas (Asadi et al., 2019). Esta
prueba es un método sencillo en la investigacion de productos naturales o quimicos, que

tiene una buena correlacion con las pruebas de toxicidad in vivo (Jin et al., 2019).

1.11.1 Caracteristicas de Artemia salina

Artemia spp. son camarones minusculos de cuerpo blando, de color carmelita y

transparentes a la luz (Pino y Lazo, 2010).

1.11.2 Taxonomia

Tabla 5.
Taxonomia de Artemia salina
Familia Arthropoda
Clase Crustaceae
Subclase Branchiopoda
Especie Artemia salina

Fuente: (Pino y Lazo, 2010)
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Artemia es hasta la fecha el unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobiotico (quistes) esta disponible comercialmente de manera continua, como fuente
de alimentos para peces y crustaceos en acuicultura. Este es un ensayo general de amplio
uso que determina el efecto letal de los materiales en larvas de Artemia spp (Pino y
Lazo, 2010); (Nunes et al., 2006). La disponibilidad permanente de huevos (quistes) a
partir de los cuales pueden ser obtenidas las larvas ofrece las siguientes ventajas: no hay
necesidad de mantener una colonia viva permanentemente, las pruebas pueden
realizarse donde y cuando sea necesario, se dispone siempre de un nimero suficiente de
individuos de la misma edad y condicidn fisioldgica, es mas rapido (24 horas), barato y
sencillo (no se requieren técnicas asépticas), se pueden utilizar facilmente un gran
numero de organismos para la validacion estadistica, no necesita equipamiento especial

y se emplean pequerias cantidades de muestras (2-20mg o menos) (Pino y Lazo, 2010).

1.11.3 DLso (dosis letal)
DLso es la dosis letal que produce una mortalidad del 50 % en una poblacién animal; a

mayor DL50, menor toxicidad aguda (Silbergeld, 2010). Es un valor virtual obtenido
estadisticamente, que representa la mejor estimacion de la dosis requerida para producir
la muerte en la mitad de animales y por lo tanto, siempre va acompafiado de algunos
tipos de estimacion del error del valor hallado y su intervalo de confianza (Roldéan,

2016).
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I1. Materiales y métodos

2.1 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizé fichas y computadora, ademas de un cuaderno de laboratorio donde se registro
cada visita y avance de la parte experimental cuyas evidencias se presentan en forma de

tablas, gréficos y fotografias.

2.2 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utilizaron tablas y gréaficos procesados con el software estadistico especializado,

Statistix.

2.3 Obtencion de materia prima

El aceite de Cannabidiol se obtuvo de una empresa ecuatoriana, en una presentacion de

500mg/30mL.

Aceite de Cannabidiol

Figura 2. Aceite de Cannabidiol de la empresa ecuatoriana
en presentacion de 500mg/300mL
Fuente: Los autores (2021)

2.4 Activacion de la cepa Propionibacterium acnes ATCC 11827

La cepa bacteriana de Propionibacterium acnes ATCC 11827, se obtuvo del Criobank
de los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

Se tom6 como referencia el manual descrito por Ramirez et al., (2018) y se descongeld
el tubo que contenia las perlas de Propionibacterium acnes, con un punzén se seleccion6

una perla para realizar el estriado por toda la caja Petri por triplicado, se etiqueta con el
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nombre de la bacteria y fecha, se lleva a la cdmara de CO2 al 5 % con una temperatura

de 35 °C y dentro de 3 dias se empez6 a ver crecimiento.

- =

erium acnes ATCC 11827

Figura 3. A: Tubo con perlas de Propionibacterium acnes; B: caja Petri con estriado; C: incubacién; D:
crecimiento de Propionibacterium acnes

Fuente: Los autores, (2022)

2.5 Preparacion de cepas control

En la microbiota normal de la piel se encuentran varias bacterias dentro de las cuales se
puede encontrar Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis estas cepas se
utilizaron como control; puesto que, en estudios anteriores se obtuvo resultados
positivos a la exposicion de Cannabidiol ya que este posee una gran actividad contra la
formacion de los biofilms de la familia Staphylococcus (Blaskovich, et al., 2021);

(Wassmann et al., 2020).

Crecimiento de S. aureus y S. epidermidis

Figura 4. Cajas Petri con colonias de bacterias A: Staphylococcus aureus (ATCC 29213);
B: Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990),
obtenidas del Cryobank de los laboratorios de Ciencias de la vida
Fuente: Los autores (2021)

Se procedid a descongelar el tubo que contenia las perlas de Staphylococcus aureus

ATCC 29213, con un punzon se selecciona una perla para realizar el estriado por toda
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la caja Petri por triplicado, se etiqueta con el nombre de la bacteria y fecha, se siguio el

mismo procedimiento para la activacion de Staphylococcus epidermidis.

2.6 Preparacion de diluciones a base del aceite de Cannabidiol

Se siguieron las recomendaciones de Bermudez et al., (2019) para preparar diluciones
con aceites y dimetilsulfoxido. Se prepararon 5 diluciones a base del aceite en
concentraciones de 0,1 %; 0,3 %; 0,4 %; 0,6 % y 0,8 % cuyo disolvente fue DMSO; el

volumen final para cada dilucion fue de 5 mL en cada frasco ambar.

Diluciones

Figura 5. Diluciones del aceite de Cannabidiol de izquierda a derecha con valores de:
0,1 %; 0,3 %; 0,4 %; 0,6 %; 0,8 %y el disolvente DMSO
Fuente: Los autores (2021)

2.7 Determinacion de la actividad antibiotica del aceite de Cannabidiol mediante
el método de difusion en agar o Kirby-Bauer
Este método consiste en someter a las bacterias a las diferentes concentraciones

preparadas (Sanz, 2011), se tomd como control positivo a un antibiotico comercial
(Amoxicilina) que es un antibiotico betalactamico utilizado para bacterias tanto gram-
positivas y gram-negativas, esto se debe a su amplio espectro de actividad bactericida
(Flores et al., 2016). Este antibiotico es utilizado para pruebas antibioticas en las
familias Staphylococcus y Propionibacterium, debido a su sensibilidad a sus

compuestos (Catro et al., 2018); (Dréno et al., 2018).
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2.7.1 Preparacion del indculo bacteriano

Siguiendo la metodologia de Carrillo y Diaz, (2020), de la caja Petri anteriormente
preparada de Propionibacterium acnes ATCC 11827 se tomo una linea de colonias y se
inocularon en un tubo de ensayo que contenia 8 mL de caldo TSB estéril, en condiciones
de anaerobiosis a 35 °C por 16 horas; transcurrido el tiempo establecido se centrifugé a
350 rpm por 20 minutos, en un area completamente limpia se desechd el sobrenadante
en un vaso de precipitacion con alcohol, se conservo el fondo de la biomasa de bacterias,
al tubo se le agregd 17 mL de suero fisiologico estéril y se llevd al vértex durante 2
minutos hasta llegar a la escala de 0,5 McFarland y se leyo en el espectrofotometro
JASCO V-730 con el software Spectra Manager ™ hasta llegar a una absorbancia de
0,200 a 655 nm obteniendo un indculo de 10 UFC/ mL. Este proceso se realizd por

triplicado.

Elaboracidn del inoculo bacteriano de Propionibacterium acnes

Figura 6. A: Propionibacterium acnes en TSB; B: Centrifugacion; C: Suero fisioldgico; D: Lectura en
espectrofotémetro
Fuente: Los autores (2021)

Se siguid el mismo protocolo descrito para el in6culo bacteriano de Propionibacterium
acnes para las cepas Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus. Para
Staphylococcus aureus se colocd 13 mL de suero fisioldgico estéril y se lo llevo al
espectrofotometro JASCO V-730 con el software Spectra Manager™ hasta llegar a una
absorbancia de 0,200 a 655 nm. Obteniendo un indculo de 108 UFC/mL. El proceso se

lo realizé por triplicado.
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Preparacion de inoculo de Staphylococcus aureus

Figura 7. A. Staphylococcus aureus en TSB; B: Centrifugacion; C: Suero fisioldgico; D: Lectura en
espectrofotémetro
Fuente: Los autores (2021)

Para el inoculo bacteriano de Staphylococcus epidermidis se colocd 15 mL de suero
fisioldgico estéril y se lo llevo al espectrofotdémetro JASCO V-730 con el software
Spectra Manager ™ hasta llegar a una absorbancia de 0,200 a 655 nm. Obteniendo un

indculo de 10 UFC/mL. Se lo realizo por triplicado.

Preparacion de inoculo bacteriano de Staphylococcus epidermidis
' ‘ ; !

]

Figura 8. A: Staphylococcus epidermidis en TSB; B: Centrifugacion; C: Suero fisioldgico; D: lectura en
espectrofotometro
Fuente: Los autores (2021)

2.7.2 Inoculacion en placas Petri

Con la guia del trabajo de Ibarra y Paredes, (2013), se ajusto la turbidez y se tom6 500
uL de in6culo bacteriano, se dejo caer en el centro de la caja Petri con agar Muller-
Hinton y con un asa de drigalsky se esparci6 por toda la caja. Luego se dej6 secar por 5
minutos para poner los discos de antibiograma. Se colocd 1 disco de antibidtico
Amoxicilina como control positivo, un disco en blanco con DMSO como control
negativo y 5 discos en blanco con las respectivas diluciones a partir del aceite de
Cannabidiol, las cuales serian a concentraciones de 0,1 %; 0,3 %; 0,4 %; 0,6 %y 0,8 %

en un volumen de 20pL.
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Disefio de antibiograma

Control + (Amoxicilina)

Aceite

al 0.8%% Aceite al 0.1%

Aceite al

Aceite 0.3%

al 0.6%%

Control (DMSO)
Aceite al 0.4%%

Figura 9. Modelo en papel del disefio del antibiograma para un volumen final de
20uL de aceite a diferentes concentraciones
Fuente: Los autores (2021)

Transcurridos 25 minutos luego de la aplicacion de los discos con las diferentes
concentraciones, las cajas Petri con Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis fueron colocadas en la incubadora a 37 °C durante 24 horas. Para las cajas

con Propionibacterium acnes se incubaron en anaerobiosis a 35 °C.

2.7.3 Lectura de las placas e interpretacion de resultados

Cuando ya se ha cumplido el tiempo de 24 horas en la incubadora para Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Propionibacterium acnes, se procedio a revisar
cada caja Petri para medir los halos de inhibicion generados por cada concentracion con

una regla pie de rey y se anota los resultados en tablas.

El método para corroborar con precision la efectividad de la actividad antibiética del
aceite de Cannabidiol frente a Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis, se calculo el porcentaje de inhibicion de cada bacteria con
respecto a cada concentracion, para esto se utilizd la siguiente formula de referencia de

(Corzo, 2012):

% de efecto inhibitorio = diametro del halo de inhibicion del extracto 100
0 de ejecto mbitorio = diametro del halo de control positivo X
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2.7.4 Andlisis estadistico

En el programa Statistix se realizé el analisis de varianza ANOVA donde se trabajé con
un nivel de significancia de a: 0,05. Y se efectud un test a posteriori de Tukey con el

que se discrimind los grupos de datos que fueron diferentes entre si.

2.8 Ensayo de toxicidad con Artemia salina

2.8.1 Eclosién de Artemia salina

La evaluacién de la toxicidad del aceite de Cannabidiol en Artemia salina se realiz6
tomando como referencias a los métodos propuestos por (Saetama et al., 2018) y

(Quinchuela y Vaca, 2020).

2.8.2 Obtencidén de Artemia salina

Se utilizaron huevos de Artemia salina comercial.

2.8.3 Descapsulacion
Para este proceso se tomd las recomendaciones de Quinchuela y Vaca, (2020); Armas,

(2012). Se pesaron 2 g de huevos, luego se los hidrataron por 30 minutos en un matraz
de vidrio con 1 L de agua; pasado el tiempo se agregaron 25 mL de hipoclorito de sodio
al 5 % y con la ayuda de un aireador AP-9803 se homogeniz6é durante 3 minutos;
seguido se repitid 4 veces mas este paso hasta lograr alcanzar un total de 250 mL de
hipoclorito de sodio. Se filtro la solucidn para recuperar los huevos y se enjuago con

agua destilada.

2.8.4 Incubacioén de huevos

Continuando con la metodologia sugerida por Armas, (2012); a una botella de plastico
de 3 L se cortd su base y en la parte superior de la botella se la adecia como embudo,

se coloca 1500 mL de agua salina al 2 % con ph 8, con temperatura de 24 °C,
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burbujeador AP-9803 y calentador de peceras, luego se agrego los 2 g de huevos de

Artemia salina al recipiente con 1500 mL de agua salina y se incub6 durante 48 horas.

Incubacién de huevos de Artemia salina

Figura 10. Modelo de incubacién para los huevos de Artemia salina.
(A) botella de plastico de 3 L (B) calentador de pecera (C) manguera y burbujeador
Fuente: Los autores (2022)

2.8.5 Emulsién del aceite de Cannabidiol

Para realizar las emulsiones con el aceite de Cannabidiol (CBD) se utiliz6 una
proporcion de 1:1 de aceite y tween 80, un co-emulsionante utilizado en el area
cosmeética y alimenticia por su bajo nivel de toxicidad y de acuerdo a los trabajos
realizados por Hernandez et al., (2019) se lo considera inocuo con Artemia. Se utiliz6
el aceite de Cannabidiol para conseguir emulsiones al 3,2 %; 1,6 %; 0,8 %; 0,4 %y 0,2
% con las cuales se trabajé en tubos de ensayo con Artemia salina para determinar el

DL50.

Se tom6 como guia la metodologia usada por Fernandez et al., (2009), luego de que los
huevos hayan eclosionado, se tom6 10 nauplios con una pipeta Pasteur y se los colocd
en tubos de ensayo con 10 mL de agua salina al 2 % y pH 8. Se depositaron 500 pL del
aceite de Cannabidiol a diferentes concentraciones, este proceso se hizo por triplicado,

obteniendo 15 tubos en total. Luego se llevaron a incubacion en camara de clima
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constante a 24 °C y luz constante por 24 horas. Para el control positivo se utiliz6 alcohol

al 96 % (Cruz y Guitiérrez, 2015), y para control negativo agua salina.

2.8.6 Conteo de nauplios muertos

Luego del paso de las 24 horas de incubacidn, se contabilizaron los nauplios muertos
mediante un estereoscopio NIKON SMZ745, donde se tomaron por muertos aquellos
que no presenten ningun tipo de movimiento pasados algunos segundos (Fernandez et

al., 2009).

2.8.7 Dosis letal 50 (DL50)
El DL50 se calcul6 mediante analisis estadistico en Statistix; también se utilizo la escala

descrita por Sinti y Torres (2017) citado por (Quinchuela & Vaca, 2020)

2.8.8 Anadlisis estadisticos

En el programa Statistix se realizo el analisis de regresiones lineales.
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I11. Resultados y discusiones

3.1 Determinacion de la actividad antibiotica del aceite de Cannabidiol frente a
Propionibacterium acnes

Tabla 6.
Promedio de halo y porcentaje de inhibicidn del aceite de Cannabidiol frente a
Propionibacterium acnes

Bacteria Concentracion 1° repeticion 2° repeticion 3° repeticion ¥ . %'de”
X1 | X2 | X3 | X1 |X2|X3|X1|X2]|X3 inhibicion
c Control - - - - - - - - - - - -
2 0,1 10/10(09/08(0,7{10/21/09({1,0| 0,9 49,7
% . 0,3 12{10(10(10(09|11(213(13|11| 11 56,1
._c-f % 0,4 13141141312 |15(|13|15(13| 14 69,6
.5 © 0,6 15(16(1,7(16|17|16|16|16|16| 16 82,7
5_ 0,8 1,7(18(18(19(17|19|17/18|18| 18 91,2
o Control + |1,820[20(1,9(21(19|19[15[20] 20 100

Fuente: Loa autores (2022)

Segun la tabla 6 el porcentaje de inhibicion para Propionibacterium acnes es de 91,2 %
a una concentracion de 0,8 % del aceite de Cannabidiol lo que arroja un alto porcentaje
de inhibicion comparado con un antibiotico comercial, Amoxicilina; apoyando la
hipdtesis alternativa mostrando que el aceite de Cannabidiol inhibe a
Propionibacterium acnes. Conforme a los estudios de Kircik, (2019) donde menciona
que el Cannabidiol tiene una actividad antimicrobiana potencial contra bacterias gram-
positivas, como Propionibacterium acnes con lo que, utilizarlo podria resultar
beneficioso para el tratamiento del acné vulgar. De igual manera Palmieri et al., (2021)
sugiere que el Cannabidiol tiene un papel potencial como agente antimicrobiano, en los
trabajos realizados por Baswan et al., (2020) y Olah et al., (2016), se demostr6 mediante
estudios clinicos, que el aceite de Cannabidiol, actia sobre los sebocitos teniendo asi,
una funcion antiacné, controlando la produccién de sebo, mitigando el proceso
inflamatorio y funcionando como agente bactericida al reducir la proliferacion

bacteriana.
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3.1.2 Andlisis estadistico de Propionibacterium. acnes

Curva de porcentaje de inhibicion frente a Propionibacterium acnes

100,0

80,0
y =6341,3x + 41,935

60,0
R?=0,9663

40,0

20,0

% de inhibicion

0,0
0,00%» 0,10% 0,20% 0,30% 0,40% 0,50% 0,60% 0,70% 0,80% 0,90%

Concentracion

Figura 11. Porcentaje de inhibicién vs concentracion del aceite de Cannabidiol frente a Propionibacterium
acnes donde se muestra una relacion directamente proporcional; mientras mal alta la concentracion mas alto el
porcentaje de inhibicion - Statistix

Fuente: Los autores (2022)

3.1.3 Andlisis de varianza ANOVA
Se utiliz6 el programa Statistix para realizar el analisis de varianza ANOVA, el nivel

de significancia fue de a: 0,05

Tabla 7.
Analisis ANOVA - Statistix
Fuente DF SS MS F P
Concentracion 6 7,61 1,26 275,81 0,00001
Error 14 0,06 0,004
Total 20 7,68

Fuente: Los autores (2022)

La variable concentracion presenté un P menor (0,0001) al nivel de significancia a:
0,005 por lo que se rechaza la hipotesis nula: no existe ni un grado de concentracion que
inhibe a Propionibacterium acnes, se acepta la hipotesis alternativa 1: Existe al menos

un grado de concentracion del aceite de Cannabidiol que inhibe a Propionibacterium

acnes.
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3.1.4 Test de Tukey

Tabla 8.
Test de Tukey - Statistix
Halo Media Grupos homogéneos
Control + 1,90 A
CDB 5 1,78 AB
CDB 4 1,61 B
CDB 3 1,35 C
CDB 2 1,10 D
CDB 1 0,93 D
Control — 0,00 E
Alfa: 0,05 Error estandar para comparaciones: 0,05
Valor Q critico: 4,8

Fuente: Los autores (2022)

En la tabla 8 se puede evidenciar que existe un grupo importante de datos, en los cuales
sus promedios no son significativamente diferentes; el grupo estad conformado por el
control positivo (antibidtico comercial), CBD5 (aceite de Cannabidiol al 0,8 %). Dando
como resultado, que el aceite de Cannabidiol al 0,8 % tiene un nivel de inhibicion
semejante al antibiético Amoxicilina apoyando la hip6tesis de que existe al menos un

grado de concentracién que inhibe a Propionibacterium acnes.

3.2 Determinacion de actividad antibiotica del aceite de Cannabidiol frente a
Staphylococcus aureus

Tabla 9.
Promedio de halo y porcentaje de inhibicidn del aceite de Cannabidiol frente a
Staphylococcus aureus

Bacteria Concentracién 1° repeticion 2° repeticion 3° repeticion % _ %de
% X1 | X2 | X3 | X1 | X2]| X3 | X1|X2]| X3 inhibicion
Control - - - - - - - - - - - -
Qa 0,1 10,08(10(0810(0922 (11| 10 |09 58,2
g “ 03 10[10/08[10]09 10|12 | 13| 11 |11 | 608
%g 0,4 1211113131212 |11(12| 13 |12 69
%_ © 0,6 15141515 |15|13 16|16 | 16 |15 86,1
&H 0,8 1711816 |17 (1716|1719 | 18 | 1,7 98,7
Control + 19171718 (1718 |17 |17 | 16 |18 100

Fuente: Los autores (2022)
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En la tabla 9 se aprecia que la concentracion del aceite de Cannabidiol al 0,8 % tiene

un porcentaje de inhibicion del 98,7 %, valor muy préximo al control positivo que fue

el antibidtico comercial, Amoxicilina; afirmando la hipotesis alternativa: el aceite de

Cannabidiol inhibe a Propionibacterium acnes; los resultados obtenidos por Appendino

et al., (2008) se pueden comparar con los de este trabajo ya que el Cannabidiol, uno de

los principales cannabinoides de la planta mostro una potente actividad contra la cepa

Staphylococcus aureus.

3.2.1 Anadlisis estadistico de cepa control 1: Staphylococcus aureus

Curva de porcentaje de inhibicién frente a Staphylococcus aureus

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

% de inhibicidn

0,00%

0,20%

Concentracion

y=6251,1x + 47,052

R?=0,9467

Figura 12. Porcentaje de inhibicion vs concentracion del aceite de Cannabidiol frente a
Staphylococcus aureus en donde se muestra que la relacion es directamente proporcional - Statistix

Fuente: Los autores (2022)

3.2.2 Andlisis de varianza ANOVA

Se utilizé el programa Statistix para realizar el analisis de varianza ANOVA, el nivel de

significancia fue de a: 0,05.

Tabla 10.
Analisis ANOVA - Statistix
Fuente DF SS MS F P
Concentracion 6 6,53 1,08 80,40 0,00001
Error 14 0,18 0,01
Total 20 6,72

Fuente: Los autores (2022)
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La variable concentracion presente un P menor (0,0001) al nivel de significancia a:
0,005 por lo que se rechaza la hipdtesis nula 2: No existe ni una concentracion del aceite
de Cannabidiol que inhibe a Staphylococcus aureus y se acepta la hipotesis alternativa
2: Existe al menos un grado de concentracion del aceite de Cannabidiol que inhibe a la

cepa control Staphylococcus aureus.

3.2.3 Test de Tukey
Tabla 11.
Test de Tukey — Statistix
Concentracion Media Grupos homogéneos
Control + 1,75 A
CBD5 1,73 A
CBD 4 1,51 AB
CBD 3 1,21 BC
CBD 2 1,06 C
CBD 1 1,02 C
Control - 0,0 D
Alfa: 0,05 Error estandar por comparacién: 0,09
Valor critico Q: 4,83 Valor critico por comparacion: 0,32

Fuente: Los autores (2022)

En la tabla 11 se puede apreciar que existe un grupo de interes en donde sus promedios no son
significativamente diferentes, el grupo esta conformado por el control + (antibidtico
Amoxicilina) y CBD5 (aceite de Cannabidiol al 0,8 %). Como resultado obtendriamos que el
aceite de Cannabidiol al 0,8 % tiene un efecto antibidtico similar al antibidtico Amoxicilina
asegurandonos su efecto sobre la inhibicién de Staphylococcus aureus con lo que se pudo

validar la hipdtesis alternativa sobre inhibicion del aceite de Cannabidiol frente a la bacteria
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3.3 Determinacion de la actividad antibiotica del aceite de Cannabidiol frente a

Staphylococcus epidermidis

Tabla 12.
Promedio de halo y porcentaje de inhibicion del aceite de Cannabidiol frente a

Staphylococcus epidermidis

.| Concentracion P””?e.rf" Segu.n(.j,a Terger:j\ . %d ?,
Bacteria % repeticion repeticion repeticion X | inhibicion
X1 | X2 | X3 | X1 | X2 ]| X3 | X1 | X2| X3
Control - - - - - - - - - - - -
2 0,1 151010100908 (1211|1110 54,4
§ S 0,3 10(212(13|11(10(09 (1113|1011 59,6
é% 0,4 15(15(14 |13 |14 |13 (14|12 |14 |14 72,5
= _g_ 0,6 18 (1715|116 |15|15 |15 |15|15|16 82,5
g ® 0,8 181718181917 (17|18 |18 |18 93,6
Control + 25117116 (22|18 |20(18 (17 (19]|19 100

Fuente: Los autores (2022)

En los resultados se aprecia que el porcentaje de inhibicién para Staphylococcus

epidermidis con un aceite al 0,8 % fue de 93,6 %, afirmando la hipoétesis alternativa

sobre la inhibicion del aceite de Cannabidiol frente a Staphylococcus epidermidis;

datos que se pueden comparar al estudio realizado por Kosgodage et al., (2019), donde

se evaluo el mecanismo de accién del Cannabidiol al provocar muerte a las bacterias

gram-positivas, debido a la capacidad de este compuesto de inhibir la liberacion de

vesiculas de la membrana bacteriana; estas vesiculas son sumamente importante para la

comunicacion celular y la interaccion patégeno-huésped.
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3.3.1 Andlisis estadistico para la cepa control 2: Staphylococcus epidermidis

Curva de inhibicion frente a S. epidermidis

100,0
80,0
60,0 y = 5833,0x + 46,424
40,0 R*=0,9703
20,0

0,0
0,00% 0,10% 0,20% 0,30% 0,40% 0,50% 0,60% 0,70% 0,80% 0,90%

% de halo

Concentracion

Figura 13. Porcentaje de inhibicion vs concentracion de aceite de Cannabidiol frente a Staphylococcus
epidermidis con una relacién directamente proporcional - Statistix

Fuente: Los autores (2022)

3.3.2 Andlisis de varianza ANOVA
Se utiliz6 el programa Statistix para realizar el analisis de varianza ANOVA, el nivel

de significancia fue de a: 0,05.

Tabla 13.
Analisis ANOVA — Statistix
Fuente DF SS MS F P
Concentracion 6 7,36 1,22 151,63 0,00001
Error 14 0,11 0,01
Total 20 7,47

Fuente: Los autores (2022)
En la tabla 13, se aprecia que la variable P es menor (0,0001) al nivel de significancia
a: 0,005 por lo que se rechaza la hipotesis nula: No existe ni una concentracion del
aceite de Cannabidiol que inhibe a Staphylococcus epidermidis y se acepta la hipétesis
alternativa 3: Existe al menos una concentracion del aceite de Cannabidiol que inhibe a

la cepa control Staphylococcus epidermidis.
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3.3.3 Analisis de Tukey

Tabla 14.
Test de Tukey — Statistix
Concentracion Media Grupos homogéneos
Control + 1,95 A
CBD5 1,77 AB
CBD 4 1,56 BC
CBD3 1,37 CcD
CBD 2 1,13 DE
CBD1 1,03 E
Control - 0,0 F
Alfa: 0,05 Error estandar por comparacién: 0,07
Valor critico Q: 4,83 Valor critico por comparacion: 0,25

Fuente: Los autores (2022)

En la tabla 14, se observa que existe un grupo importante en donde se agrupa el control
positivo (Amoxicilina), CBD5 (aceite de Cannabidiol al 0,8 %). Como resultado
obtendriamos que el aceite de Cannabidiol al 0,8% se asemeja en inhibicion al control
positivo (Amoxicilina) apoyando a la hipdtesis alterativa que existe al menos una

concentracion que inhibe a Staphylococcus epidermidis.

3.4 Ensayo de toxicidad

Se realizaron 5 experimentos cada uno por triplicado que consistieron en 5
concentraciones del aceite de Cannabidiol al 3,2 %; 1,6 %; 0,8 %; 0,4 %; 0,2 % en un
volumen final de 500 pl en cada tubo; ademas de controles positivos se tom6 como

referencia el etanol al 96 % y como control negativo se utilizo agua salina al 2 %.

3.4.1 Ensayo de control positivo y negativo

Tabla 15.
Ensayo negativo de toxicidad — Control con agua salina

N° de nauplios vivos
., N° de % de
Concentracion nauplios X1 X2 X3 Total | i lidad
0 10 10 | 10 10 | 30 0

Fuente: Los autores (2022)
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En el control negativo en donde se utilizé agua salina no existié ningun individuo

muerto de tal manera que se valida el ensayo al no existir factores naturales que puedan

matar a los individuos de estudio; tal como indica Saetama et al., (2018) y Fernandez et

al., (2009), el porcentaje de mortalidad en los controles negativos no excedio el 10 %.

Tabla 16.
Ensayo de toxicidad - Control con Alcohol al 96 %
c N N° de N° de nauplios vivos Total 9% de
oncentracion nauplios X1 X2 X3 ota mortalidad
Alcohol 96 % 10 0 0 0 0 100

Fuente: Los autores (2022)

En el control positivo en donde se utilizé alcohol al 96 % se confirma como control

positivo adecuado ya que se confirmo la muerte de los individuos del estudio como lo

indica el estudio de Quinchuela & Vaca, (2020).

3.4.2 Ensayo de toxicidad primera dilucion

Tabla 17.
Ensayo de toxicidad con aceite de Cannabidiol - Primera dilucién
» . N° de nauplios o
Conce(r:/tramon N ?e Vivos Total /tocliz d ?rzild_c;dg Observaciones
() nauplios X1 X2 X3 mortalida oxicida
3,2 10 717 |8 22 26,7 Relativamente | 3 individuos
inocuo con problemas
de nado
1,6 10 81 9|8 | 25 16,7 Relativamente | 1individuo
inocuo con problemas
de nado
0,8 10 9 9 |10 | 28 6,7 No toxico
0,4 10 10 [ 10 | 10 | 30 0 No tdxico
0,2 10 10|10 | 10| 30 0 No toxico

Fuente: Los autores (2022)

Como se puede observar en la tabla 17, el aceite de Cannabidiol en concentracion de

3,2 % no presenta ningn grado de toxicidad, se lo puede considerar relativamente

inocuo; mientras que las otras concentraciones no son toxicas.

37



3.4.3 Andlisis estadistico

Tabla 18.

Regresion lineal - ensayo de toxicidad con aceite de Cannabidiol - Statistix
Variables de prediccién Coeficiente | Error estandar T P
Constante -1,58 1,66 -0,95 0,41
X 9,40 1,00 9,32 0,0026
R2 0,96
Ajuste R? 0,95
AlCc 36,45
Pulso 124,84

Fuente DF SS MS F P

Regresion 1 526,58 526,58 86,96 0,002
Residual 3 18,16 6,05
Total 4 544,74
Casos incluidos: 5 Casos perdidos: 0 |

Fuente: Los autores (2022)

En la tabla 18 se puede apreciar que P (0,0026) es menor que el nivel de significancia
a: 0,05 por lo tanto se puede decir que se acepta la hipotesis alternativa: la concentracion
del aceite de Cannabidiol es directamente proporcional al porcentaje de mortalidad de
los individuos de estudio.

3.4.4 Dosis letal 50
Se determina la dosis letal 50 (DL50) por medio de minimos cuadrados

Curva de concentracion vs N° de muertes

Y (N° muertes
L J
\
A\

02 07 12 17 22 27 32

X (concentracion)
Y =-0,4583 + 27890 * X

Figura 14. Nimero de Artemias muertas vs concentracion del aceite de Cannabidiol,
donde se evidencia el incremento directamente proporcional - Statistix
Fuente: Los autores (2022)
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Se obtuvo una dosis letal 50 para el aceite de Cannabidiol es una concentracién de 5,5%,
dato similar a los obtenidos en el estudio realizado por Rabbani & Rabbani, (2020),
donde evaluaron la supervivencia y el desarrollo de Artemia llegando paulatinamente
de las concentraciones de Cannabidiol maximas de 5,48 %, valor muy préximo a las

estimaciones de este trabajo de investigacion sobre DL50.

3.4.5 Ensayo de toxicidad segunda dilucion
Se realiza una segunda dilucion con el intervalo més alto de muertes de nauplios, con el

fin de precisar el resultado de DL50 para el aceite de Cannabidiol.

Tabla 19.
Ensayo de toxicidad con aceite de Cannabidiol - Segunda dilucion
o N° de nauplios
Concentracién naNupCIiif) s Vivos Total mo(;/i?atljifja d tGo;?g%Igde Observaciones
X1 | X2 | X3
3,2 10 7 7 8 22 26,6 Relativamente 3 individuos
inocuo con problemas
de nado
2,8 10 9 8 9 26 13,3 Relativamente
inocuo
2,4 10 10 8 9 27 10,0 Relativamente
inocuo
2,0 10 10 8 10 28 6,6 Relativamente 1 individuo
inocuo con problemas
de nado

Fuente: Los autores (2022)
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3.4.6 Andlisis estadistico — segunda dilucion

Tabla 20.
Regresion lineal - Statistix
Variables de prediccién Coeficiente | Error estandar T P
Constante -26,99 11,43 -2,36 0,14
X 15,83 4,33 3,65 0,06
R2 0,86
Ajuste R2 0,80
AlCc M
Pulso 179,50
Fuente DF SS MS F P

Regresion 1 200,53 200,53 13,34 0,06
Residual 2 30,06 15,03
Total 3 230,59
Casos incluidos 4 Casos perdidos 0 |

Fuente: Los autores (2022)

En la tabla 20 se puede apreciar que P (0,0675) es mayor que el nivel de significancia
a: 0,05 por lo tanto se puede decir que se acepta la hipotesis alternativa: la concentracion
del aceite de Cannabidiol es directamente proporcional al porcentaje de mortalidad de

los individuos de estudio.

3.4.8 Dosis letal 50

Curva de concentracion vs N° de muertes

o
— ®
o 7
g
[0}
3
£ 5
° L
Z
~—3 ®
> ®

1 4

1,8 2,1 2,4 2,7 3,0 3,3

X (concentracion)
Y =-8,1000 + 4,7500 * X

Figura 14. Concentracion vs N° de muertes, con relacion directamente proporcional - Statistix
Fuente: Los autores (2022)
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En la evaluacion de toxicidad del aceite de Cannabidiol frente Artemia salina, obtuvimos un
DL50 de 4,86 % (48 mg/mL), Ferrante et al., (2020) concuerdan que al utilizar el aceite de
Cannabidiol a concentraciones desde 2 % en adelante aumenta paulatinamente el nimero de
Artemias salinas muertas. Berame et al., (2017) y Quazi et al., (2017) mencionan que un aceite
de una planta al sobrepasar un CL50 de 1000 ppm en bioensayos con Artemia salina no tiene
un alto grado de toxicidad, debido a la capacidad de los nauplios en presentar una cuticula muy
fina, lo que las hace sensibles a tdxicos en el medio, los cuales penetran a través de las barreras

fisioldgicas absorbiéndose rapidamente.

3.4.9 Ensayo de toxicidad — tercera dilucién

Tabla 21.
Ensayo de toxicidad con aceite de Cannabidiol - Tercera dilucion
N° de nauplios Total Muertes % de Grado de | Observacion
Concentracién N° de vivos mortalidad | toxicidad
nauplios X1 | X2 | X3
3,2 10 8 7 8 23 7 23,3 Relativa 2 individuos
mente con problemas
inocuo de nado
3,1 10 8 7 8 23 7 23,3 Relativa
mente
inocuo
3 10 9 7 7 23 7 23,3 Relativa
mente
inocuo
2,9 10 7 8 8 23 7 23,3 Relativa
mente
inocuo
2,8 10 8 7 8 23 7 23,3 Relativa
mente
inocuo

Fuente: Los autores (2022)

Al momento de realizar una tercera regresion lineal y curva de mortalidad con intervalos muy
pequefios de concentracion, resulta estadisticamente no medible debido a que, la suma total de
cuadrados es igual a 1,22 x 10739, lo que resulta ser demasiado pequefio para continuar. Esto

quiere decir que la variable dependiente (N° de muerte) puede ser casi constante.
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Conclusiones
Se obtuvo el aceite de Cannabidiol valorado de una empresa ecuatoriana, la cual presenta una
concentracion de 500 mg/30mL, es un producto que cuenta con su respectiva ficha técnica y

avaluacion mediante la técnica de HPLC.

El aceite de Cannabidiol presento actividad antibacteriana con promedios de halo de 1,8 cm;
1,7 cm y 1,8 cm para Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis respectivamente a una concentracion de 0,8 %, comparado con el antibiético
control (Amoxicilina) con 2 cm de halo, mediante el andlisis estadistico se pudo rechazar la
hipotesis nula y aceptar la alternativa ya que el aceite de Cannabidiol inhibe a
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis con las
concentraciones propuestas. De igual forma se acepta las hipotesis alternativas para el analisis
de varianza y Tukey, al menos un grado de concentracion del aceite de Cannabidiol inhibe a
las 3 bacterias con un efecto similar a Amoxicilina. Al terminar el trabajo experimental se
concluyé que los resultados obtenidos bajo el ensayo de laboratorio demuestran que el uso del
aceite de Cannabidiol es eficaz para el control de las bacterias mencionadas y resulta ser un
campo prometedor para posibles elaboraciones de fitoproductos de uso humano con el fin de

mejorar y brindar todos los beneficios que ofrece

Para el bioensayo de toxicidad en donde se utilizd Artemia salina, se logré obtener un valor de
DL50 de 4,8 % que demostrd que el aceite de Cannabidiol comercial en una presentacion de
500 mg/30mL equivalente a 1,6 %; es un producto relativamente inocuo en la mas alta
concentracion y no toxico en muy bajas concentraciones. Aunque a concentraciones mas altas
si se puede ver afectada negativamente la supervivencia por los problemas de nado, los
resultados confirmaron la hipotesis alternativa, la concentracion del aceite de Cannabidiol es

directamente proporcional al porcentaje de mortalidad de Artemia salina.
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Anexos

Hoja de especificacion del producto
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Anexo 1. (A) reverso de la hoja de especificacion (B) anverso de la hoja de especificacion

Antibiogramas

Propionibacterium acnes Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

Anexo 2. (A) control positivo -
Amoxicilina (B) aceite de CBD 0,1 % (C) 0,3 % (D) control negativo - DMSO (E) aceite de CBD al 0,4 % (F)
aceite de CBD al 0,6 % (G) aceite de CBD al 0,8%
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