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Resumen

La resistencia antimicrobiana en el ambito veterinario exige alternativas terapéuticas seguras y
eficaces. Este estudio evalud la actividad antimicrobiana del cannabidiol (CBD) frente a cepas
de referencia Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) y Staphylococcus aureus (ATCC
25923) mediante un disefio experimental factorial AxB: cuatro concentraciones de CBD (25,
50, 75y 100 mg/ml) y dos bacterias. La prueba de difusion en disco (Kirby—Bauer) se realiz6
con 15 pL por disco y multiples réplicas por tratamiento; se midieron halos (mm) a las 24 h.
Se calcularon estadisticas descriptivas y se aplic6 ANOVA factorial; ante incumplimiento de
homogeneidad, los datos se transformaron a log y se verificaron los supuestos. La comparacion
de medias se efectu6 con Tukey (a = 0,05). Los resultados evidenciaron efectos significativos
de concentracion, bacteria e interacciéon (p < 0,05). S. aureus mostré mayor susceptibilidad que
A. baumannii. Se observé un patron dosis-respuesta no lineal, destacando que 25 mg/ml
produjo halos superiores a dosis mayores, lo que sugiere limitaciones de difusion/solubilidad
del CBD en agar a altas concentraciones. Las réplicas no difirieron significativamente,
respaldando la consistencia experimental. Se concluye que el CBD presenta actividad
antimicrobiana in vitro dependiente de la especie, y que la formulacion y el método impactan
la respuesta. Se recomienda avanzar hacia CMI/CBM, combinaciones con antibidticos,
optimizacion de vehiculos/formulaciones y ensayos in vitro para estimar eficacia y seguridad

clinica.

Palabras clave: cannabidiol, actividad antimicrobiana, Staphylococcus aureus, Acinetobacter

baumannii, ANOVA factorial, Tukey.
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Abstract

Antimicrobial resistance in veterinary medicine calls for safe and effective therapeutic
alternatives. This study assessed the antimicrobial activity of cannabidiol (CBD) against
reference strains Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) and Staphylococcus aureus (ATCC
25923) using a factorial AxB design: four CBD concentrations (25, 50, 75, and 100 mg/ml)
and two bacteria. Disk diffusion (Kirby—Bauer) was performed with 15 pL per disk and
multiple replicates per treatment; inhibition zones (mm) were measured at 24 h. Descriptive
statistics and factorial ANOVA were conducted; dueto variance heterogeneity, data were log-
transformed to meet assumptions. Pairwise comparisons used Tukey’s test (a = 0.05).
Significant main effects of concentration and bacterial species, as well as a concentration x
species interaction, were detected (p < 0.05). S. aureus exhibited greater susceptibility than A.
baumannii. A nonlinear dose—response emerged, with 25 mg/mL yielding larger zones than
higher doses, suggesting diffusion/solubility limitations of CBD in agar at elevated
concentrations. Replicate effects were not significant, supporting experimental consistency.
We conclude that CBD shows in vitro antimicrobial activity with species-dependent responses
and that formulation and test conditions influence outcomes. Further work should determine
MIC/MBC, evaluate synergy with antibiotics, optimize vehicles/formulations, and conduct in

vitro studies to define clinical efficacy and safety.

Keywords: cannabidiol, antimicrobial activity, Staphylococcus aureus, Acinetobacter

baumannii, factorial ANOVA, Tukey.
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INTRODUCCION

En el contexto actual de la medicina veterinaria, uno de los desafios mas significativos
que enfrentan los profesionales de la salud animal es el creciente problema de la resistencia
antimicrobiana. Este fendbmeno ampliamente documentado a nivel mundial ha cobrado
especial relevancia en zonas rurales donde el acceso a medicamentos especificos es limitado
y donde la automedicacion, el uso empirico de antibidticos y la ausencia de protocolos
diagnésticos claros han favorecido el desarrollo de cepas bacterianas resistentes. En este
escenario, surge la necesidad urgente de buscar alternativas terapéuticas que no solo sean
efectivas sino también seguras, accesibles y sostenibles.

La presente investigacion se enmarca en la linea de salud publica veterinaria y
resistencia antimicrobiana, proponiendo una evaluacién experimental del cannabidiol (CBD),
un componente no psicoactivo derivado de la planta Cannabis sativa, por su potencial
actividad antimicrobiana frente a cepas bacterianas multirresistentes. La relevancia del CBD
en el ambito cientifico ha aumentado exponencialmente en los Ultimos afios, gracias a
diversas investigaciones que destacan sus propiedades antiinflamatorias, analgésicas,
ansioliticas e incluso antimicrobianas. No obstante, su aplicacién especifica en medicina
veterinaria, particularmente frente a cepas multirresistentes como Acinetobacter baumannii y
Staphylococcus aureus de referencia (ATCC), ha sido escasamente abordada,
constituyéndose en una brecha de conocimiento y oportunidad de innovacion.

La problematica que motiva esta investigacion nace de la observacion directa en
centros de atenciéon veterinaria, donde se reportan infecciones recurrentes causadas por
cepas resistentes, especialmente en procedimientos posquirurgicos, casos de otitis cronica,
dermatitis y abscesos. Estas patologias, al ser mal manejadas o no responder a antibiéticos
convencionales, incrementan los tiempos de hospitalizacion, los costos y el riesgo de muerte

en animales, generando una preocupacion tanto clinica comoética. En este contexto, el uso

de compuestos naturales con potencial terapéutico, como el CBD, representa una via

1
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prometedora para enfrentar esta crisis sanitaria desde una perspectiva alternativa, local y
biotecnoldgica.

El disefio metodolégico propuesto responde a un enfoque cuantitativo experimental,
el cual permite una medicién objetiva y reproducible de la actividad antimicrobiana del CBD
en diferentes concentraciones, evaluando el crecimiento bacteriano a través de la técnica de
difusion en agar TCA. Para ello, se formularan diversas concentraciones puras de CBD, se
aplicaran en discos sobre cultivos de A. baumannii y S. aureus ATCC, y se mediran los halos
de inhibicién producidos, comparandolos con controles positivos y negativos. El analisis
estadistico de los resultados, mediante ANOVA y pruebas post hoc como Tukey, permitira
establecer diferencias significativas entre tratamientos y determinar la efectividad relativa de
cada concentracion del compuesto.

Este trabajo también posee un componente educativo y formativo. En el ambito
académico, busca fortalecer la formacién de profesionales en biotecnologia con una vision
aplicada, critica y orientada a la resolucién de problemas reales. En lo practico, la evaluaciéon
del CBD como agente antimicrobiano puede sentar las bases para futuras investigaciones
clinicas y aplicaciones terapéuticas en medicina veterinaria, con la posibilidad de incorporar
formulaciones naturales en tratamientos convencionales, siempre dentro de un marco ético y
cientifico.

Finalmente, la estructura de esta tesis se organiza de la siguiente manera: el primer
capitulo aborda el marco tedrico, incluyendo antecedentes sobre resistencia antimicrobiana,
caracteristicas de las cepas bacterianas utilizadas, propiedades del CBD y su aplicacion en
medicina veterinaria. El segundo capitulo describe en detalle la metodologia utilizada, desde
el disefio experimental hasta las técnicas de recoleccion y analisis de datos. El tercer capitulo
presenta los resultados obtenidos, seguidos por su andlisis e interpretacion. El cuarto capitulo
discute los hallazgos en relacién con la literatura existente, y finalmente, el quinto capitulo
contiene las conclusiones y recomendaciones para investigaciones futuras.

La profundidad de la problematizacién se desarrollard a lo largo del documento,

evidenciando la complejidad de la resistencia antimicrobiana y el potencial del CBD como
2
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herramienta emergente enla medicinaveterinaria del siglo XXI.
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1 CAPITULO I:ElProblema de la Investigacion
1.1 Planteamiento del problema

Las infecciones por bacterias multirresistentes en el &mbito veterinario representan un
desafio creciente para la salud puablica y animal, especialmente en zonas donde se emplean
antibioticos sin criterios microbiolégicos definidos ni diagndsticos claros. Las bacterias mas
comunes asociadas a infecciones complicadas o complejas de tratar en animales de
compafia y animales de produccion son las cepas bacterianas del Acinetobacter baumannii
y Staphylococcus aureus debido a su alta resistencia a multiples farmacos antimicrobianos.
Bajo estas circunstancias han surgido alternativas naturales como el cannabidiol (CBD) un
compuesto derivado de Cannabis sativa con potencial antimicrobiano comprobado en
estudios preliminares. No obstante, su eficacia en el contexto veterinario y contra cepas
bacterianas especificas aun no ha sido suficientemente estudiada, particularmente cuando
se elimina la interferencia de excipientes presentes en productos comerciales. Es por ellos,
gue la presente investigacion plantea evaluar formulaciones puras de CBD frente a cepas
ATCC multirresistentes para determinar su efectividad.

1.2 Delimitacion del problema
e Ambito geografico: clinicas veterinarias ubicadas en la zona litoral del Ecuador.
e Ambito temporal: periodo julio — septiembre 2025

e Ambito tematico: evaluacion antimicrobiana del CBD frente a cepas ATCC de uso
veterinario (A. baumannii y S. aureus).
1.3 Formulacién del problema
¢Cudl es el efecto inhibitorio de las concentraciones de CBD puro frente a A.
baumannii y S. aureus de uso veterinario?
1.4 Preguntas deinvestigacion

e ¢ Cual concentracion del CBD puro (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/mly 100

4
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mg/ml) genera una mayor eficacia?
e (;Qué diferencia existe entre los halos de inhibicion del CBD frente a cada
cepa?
o ¢ Existendiferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
evaluadas?
1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones de CBD puro
frente a las cepas A. baumannii y S. aureus (ATCC) de uso veterinario, usando agar TCA,
para valorar su posible uso terapéutico.
1.5.2 Objetivos especificos
- Determinarla sensibilidad antimicrobianade las cepas ATCC A. baumannii y S. aureus
frente a las concentraciones de CBD.
- Cuantificar los halos de inhibicion generados en cada concentracion frenteaun control
positivo y negativo.
- Comparar estadisticamente la actividad antimicrobiana del CBD entre
concentraciones y entre cepas mediante ANOVA y prueba de Tukey.
- Interpretar los resultados obtenidos para determinar si el CBD presenta un efecto
antibacteriano significativo y dependiente de la concentracion.
1.6 Hipotesis
1.6.1 Hipétesis parael factor A (Variedad de concentracion)
HO: La variedad de concentraciones del CBD no influyen en el empleo de las cepas
bacterianas ATCC multirresistentes de uso veterinario.
Ha: La variedad de concentraciones del CBD influyen en el empleo de las cepas
bacterianas ATCC multirresistentes de uso veterinario.
1.6.2 Hipoétesis parael factor B (Bacteria)

HO: El efecto inhibitorio del CBD no afecta a las cepas bacterianas ATCC

multirresistentes de uso veterinario.
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Ha: El efecto inhibitorio del CBD afecta a las cepas bacterianas ATCC
multirresistentes de uso veterinario.

1.7 Justificacion

Desde el punto de vista tedrico, este estudio puede aportar mas evidencia sobre como
actua el CBD contra bacterias resistentes, relacionando sus mecanismos moleculares con los
efectos visibles en cultivos. A nivel metodoldgico, emplear la formulacién de las
concentraciones nos permite una mayor confiabilidad en los resultados dado que no habria
la interferencia de excipientes presentes y a su vez nos permite evaluar el potenc ial
terapéutico del CBD en contextos veterinarios mediante los datos reproducibles para la

comparacion del uso controlado de las cepas ATCC.

En lo educativo, este trabajo busca aportar a la formacion de profesionales en
biotecnologia con una mirada aplicada a problemas actuales de salud animal. Y en lo practico,
puede ser el primer paso hacia nuevas alternativas para tratar infecciones dificiles, sobre todo

con productos naturales que tienen grandes potenciales antimicrobianos o inhibidores.

Esta investigacion es necesaria por multiples aspectos, primero para validar el uso del
CBD puro en formulaciones veterinarias. Ademas, también nos permite eliminar interferencias
experimentales derivadas de excipientes y generar evidencia aplicable a la practica clinica.
También, responde al objetivo de promover terapias innovadoras, sostenibles y de bajo
impacto ambiental.

1.8 Declaracién de las variables (Operacionalizacién)
Variable independiente: Concentracibnde CBD (25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/mly 100

mg/ml).

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana (inhibitoria) medida en mm de halo de

inhibicion frente a cepas ATC.
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2 CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

Diversos estudios han demostrado que el CBD posee actividad antimicrobiana in vitro
frente a bacterias gram positivas y algunas gram negativas (Burbano-Vasquez et al., 2025).
En estudios con Staphylococcus aureus, el CBD mostr6 un efecto bacteriostatico y
bactericida, dependiendo de la concentracion empleada (Pila et al., 2023). En Ecuador, los
estudios sobre uso de compuestos naturales en salud veterinaria son muy pocos y por ende
no se han encontrado investigaciones locales que evallen especificamente formulaciones
puras de CBD frente a cepas ATCC relevantes en el contexto veterinario.

2.2. Marco Conceptual

El Cannabis es una planta asiatica de la familia Cannabaceae, dividida comiunmente
en dos tipos de plantas la una es alta y poco ramificada (Cannabis sativa) y la planta mas
densay baja (C. indica) dependiendo de su concentracion de THC, puede clasificarse como
cafiamo (< 0.3% de THC) o marihuana (> 0.3% de THC). El cafiamo se cultiva legalmente
para fines industriales, alimentarios y de bienestar, mientras que la marihuana es usada por
su efecto psicoactivo, y generalmente esta sujeta a mayores restricciones legales (De Briyne
et al., 2021). Segun el estudio realizado por De Briyne et al. (2021) en EE. UU. y la UE, el
cafiamo industrial debe contener < 0.3% de THC en peso seco, y su cultivo esta permitido
bajo licencias especificas, por otro lado, la marihuana es considerada una droga controlada
en la mayoria de paises, aungque su uso recreativo o0 medicinal se ha legalizado en algunos
(De Briyne et al., 2021).

Los cannabinoides son compuestos quimicos activos de la planta de cannabis; se
han reconocido mas de 480 cannabinoides entre ellos el THC mismo que genera los efectos
psicoactivos, y el CBD el cual es un cannabinoide no psicoactivo con propiedades
terapéuticas. Sin embargo, existen diferencias entre el THC y el CBD ya que el THC se

encuentra en mayor concentracion en los tricomas de las flores femeninas mientras que el
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CBD, extraido mayormente de Cannabis sativa L., ha demostrado utilidad en el tratamiento
de ansiedad, nduseas, epilepsia y trastornos del suefio (De Briyne et al., 2021).

La resina de cannabis o también conocida como hachis y sus extractosposeen una
mayor concentraciénde THC que la marihuana seca (De Briyne et al., 2021).

Al-Khazaleh et al. (2024) define al cannabidiol (CBD) como un compuesto no
psicoactivo derivado del Cannabis sativa con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y
antimicrobianas (Al-Khazaleh et al., 2024).

El antibiético natural segun la investigacion realizada por Calvo y Martinez-Martinez
(2009) es una sustancia producida o derivada de fuentes naturales que inhibe el crecimiento
de microorganismos (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

Las cepas ATCC segun Campafa (2021) son cepas bacterianas certificadas por el
American Type Culture Collection, utilizadas como estandar experimental. Mismas que son
cruciales para el control de calidad en laboratorios de microbiologia, ya que permiten verificar
la precisién de los métodos de prueba, asegurar la calidad de los medios de cultivo y validar
los procedimientos experimentales (Campafia, 2021).

Balouiri et al. (2015) define al halo de inhibicion como una zona clara que indica la
efectividad antimicrobiana de una sustancia alrededor de un disco aplicado sobre un cultivo

bacteriano (Balouiri et al., 2015).
2.3.  Marco Teorico
El cannabidiol (CBD): definicién, propiedades y mecanismos de accién

Laaboudi et al. (2024) define al cannabidiol (CBD) como uno de los principales
compuestos no psicoactivos presentes en la planta Cannabis sativa. A diferencia del THC, el
CBD no genera efectos psicotropicos y ha sido reconocido por sus propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, ansioliticas y antimicrobianas incluyendo su aplicacién en la

medicina humana y veterinaria (Laaboudi et al., 2024).

Analizando el CBD desde un punto de vista molecular de acuerdo a la investigacion
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realizada por Soria-Lara et al. (2019) explica que el CBD interactia con el SEC (sistema
endocannabinoide) presente en humanos y animales, sobre todo con los receptores CB1 y
CB2, controlando asi las funciones neuroldgicas e inmunoldgicas. También sefiala que el

CBD no tiene influencia en los receptores TRPV1, GPR55y PPARYy (Soria-Laraet al., 2019).

Ademas, Martinez et al. (2023) sefala que, aunque el interés cientifico y comercial ha
surgido nuevamente por los cannabinoides no tdéxicos como el CBD, su cultivo decayé por el

aparecimiento de fibras sintéticas y el estigma del THC (Martinez et al., 2023).

Ruiz et al. (2023) estima que entre un 20% a 40% de la poblacién mundial sufre dolor
cronico. Sin embargo, en América Latina los datos sobre la prevalencia del dolor crénico, asi
como los estudios sobre su epidemiologia son escasos, es por ello que la comunidad cientifica
ha centrado su interés en emplear plantas como el cannabis para el manejo del dolor (Ruiz

et al., 2023).
Fundamento quimico y farmacoldgico del CBD

El CBD posee una estructura quimica caracterizada por una cadena lateral alquilada
gue le otorga propiedades lipofilicas. En el metabolismo hepatico, el CBD es procesado
principalmente por las enzimas CYP3A4 y CYP2C19, lo cual influye en su biodisponibilidad
(Barrales-Curefio et al., 2020). De acuerdo al estudio realizado por Barrales-Curefio et al.
(2020) en el ambito farmacolégico, el CBD ha demostrado efectos neuroprotectores,
inmunomoduladores y citotéxicos en ciertos tipos celulares. Estas propiedades lo han
posicionado como una alternativa terapéutica de interés tanto en enfermedades cronicas
como en infecciones resistentes a tratamientos convencionales Barrales- (Barrales-Curefio

et al., 2020).
Actividad antimicrobiana del CBD: antecedentes cientificos

En la actualidad, de acuerdo al estudio realizado por Sholler et al. (2020) detalla que

el campo de la medicina veterinaria y el empleo del CBD estd aun en fase exploratoria, sin
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embargo, se han encontrado grandes avances (Sholler et al., 2020).

El interés por los fitocannabinoides como el CBD ha crecido ante la necesidad de
nuevas terapias antimicrobianas. El mecanismo del CBD se ha asociado con la alteracién de
membranas celulares bacterianas y la inhibicién de la sintesis proteica (Al-Khazaleh et al.,
2024). El uso de cepas ATCC proporciona un modelo experimental valido para medir de forma
reproducible el efecto de agentes antimicrobianos. Estudios como los de Pila et al. (2023)
evidencian un efecto positivo del CBD frente a S. aureus, incluso en cepas resistentes a
meticilina. No obstante, se requiere investigacion adicional que determine dosis efectivas y
diferencie el efecto del CBD puro frente al de productos comerciales con excipientes (Pila

et al., 2023).
Revision de investigaciones previas

Hernandez-Barrera et al. (2017) en su estudio explica que la resistencia a los
antimicrobianos es una problematica global impulsada principalmente por el uso excesivo de
antibacterianos en la medicina humana y la ganaderia, lo que genera impactos en la salud
publica, el ambiente y la economia, al favorecer la persistencia de residuos en el entorno y su

efectosobre la fauna silvestre (Herndndez-Barrera et al., 2017).

Camacho-Silvas et al. (2021) en su estudio “Multirresistencia, resistencia extendida y
panresistencia a antibacterianos en el norte de México” sefala que la resistencia
antimicrobiana (RAM) es una amenaza global impulsada por el uso inadecuado de antibiéticos
en la ganaderia lo que favorece la diseminacién de bacterias multirresistentes como E. coli y
S. aureus, ademas se requiere un diagndstico microbiolégico preciso y una vigilancia
integrada bajo el enfoque Una Salud para enfrentar este desafio (Camacho-Silvas et al.,

2021).

El interés cientifico por la biusqueda de métodos de extraccion del CBD mas

sostenibles, por ende, Rodriguez et al. (2023) en su estudio evalué disolventes eutécticos
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profundos (DES) como alternativa verde al etanol para extraer fitocannabinoides. De los 19
DES probados, el compuesto Mentol: Acido octanoico (3:1) logré el mayor rendimiento
(32.42 %) usando ultrasonido, el proceso optimizado demostré ser eficiente, ecolégico y

prometedor para aplicaciones industriales, medicinales y cosméticas (Rodriguez et al., 2023).
Bacterias multirresistentes en medicina veterinaria

Las bacterias multirresistentes se han convertido en un reto significativo para la salud
animal. En particular, Staphylococcus aureus es un agente frecuente en infecciones dérmicas,
de oido y posquirdrgicas. Su resistencia a antibiéticos como penicilinas y cefalosporinas es
ampliamente documentada. Por su parte, Acinetobacter baumannii, aunque menos comudn en
veterinaria, ha ganado importancia como patdégeno oportunista con resistencia a mdltiples

farmacos (Pila et al., 2023).

En el estudio realizado por Martinenghi et al. (2020) se observé un gran efecto
antimicrobiano contra bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus la cual es
resistente a la meticilina (SARM), siendo visto como un prometedor agente alternativo ante

infeccionesbacterianas multirresistentes (Martinenghi et al., 2020).

En un estudio realizado por Ostapczuk et al. (2021) explica que la actividad
antimicrobiana del HSO (semilla de cafiamo) influye significativamente en el crecimiento de
la cepa bacteriana S. aureus siendo los compuestos principales el CBD, B-cariofileno y el

limoneno (Ostapczuk et al., 2021).

Rodriguez-Buenahora et al. (2016) en su estudio explica que la Acinetobacter
baumannii es un patégeno hospitalario gram negativo altamente resistente, con mdultiples
mecanismos de defensa frente a antimicrobianos y gran capacidad de supervivencia en
ambientes clinicos, lo que exige un manejo terapéutico basado en la localizacion de la
infeccidn y protocolos institucionales de control y prevencion rigurosos (Rodriguez-Buenahora

et al., 2016).

11

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Pandey et al. (2023) explica que el uso recurrente e indiscriminado de antimicrobianos
de amplio espectro en animales ha contribuido a la seleccion de cepas resistentes, las cuales
pueden transferir resistencia a humanos mediante contacto directo o consumo de productos

animales (Pandey et al., 2023).

Pandey et al. (2023) también explica que el uso excesivo de antibidticos en la
ganaderia contribuye significativamente a la aparicién de bacterias multirresistentes (ARA 1),
como Staphylococcus aureus, que amenazan la salud publica al transmitirse al ambiente y a
los humanos; se requiere mas investigacion para comprender y controlar este fendbmeno

desde una perspectiva One Health (Pandey et al., 2023).

Otros estudios, como el realizado por Coelho et al. (2025) explica que los
cannabinoides, compuestos bioactivos del cannabis, han mostrado un prometedor potencial
antimicrobiano, actuando mediante disrupcién de membranas, modulacién inmunitaria e
interferencia con la virulencia bacteriana, y podrian representar una estrategia innovadora
frente a infecciones resistentes, especialmente en combinacion con antibiéticos

convencionales (Coelho et al., 2025).

Ribeiro et al. (2024) explica que el CBD ha demostrado propiedades antimicrobianas
frente a diversas bacterias, incluidos patégenos multirresistentes como Staphylococcus
aureus y algunas cepas Gram negativas, siendo esto una prueba sobre su accién con la
alteracion de la membrana celular bacteriana y la inhibicién de biopeliculas (Ribeiro et al.,

2024).
Formulaciones de CBDYy excipientes: impacto en los resultados experimentales

Montero et al. (2025) nos redacta que el cannabidiol (CBD) puede oxidarse a
cannabidiol-quinona (CBD-Q), un compuesto citotoxico, incluso a bajas concentraciones

(10 yM) y en disolventes comunes comoetanol o DMSO (Monteroet al., 2025).

En estudios con células HUVEC segun la investigacion realizada por Montero et al.
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(2025), explica que esta oxidacion generd toxicidad celular significativa. En contraste, un
analogo modificado, el diacetato de cannabidiol (CBD-DA), mostré mayor estabilidad y menor
toxicidad, estos resultados permitieron destacar la importancia de controlar la formulacion y
concentracion del CBD para evaluar sus riesgos potenciales en aplicaciones terapéuticas

Montero et al. (2025).

En resumen, algunas de las investigaciones realizadas por Martinenghi et al. (2020),
el CBD demostrd una accién potente contra bacterias gram positivas. Otros estudios, como
los de Ostapczuk et al. (2021), han explorado su uso en formulaciones tépicas para heridas
infectadas, mostrando resultados prometedores. Sin embargo, la mayoria de estos ensayos
han sido desarrollados con extractos comerciales de CBD mismos que contienen excipientes

gue pueden interferir con la interpretacion de los resultados.
Métodosparaevaluar actividad antimicrobiana

El estudio realizado por Monton et al. (2019) en el cual realizaron la maceracion del
Cannabis sativa con etanol a 40 °C durante 30 minutos optimizando simultaneamente la
obtencion de cannabidiol (CBD) y A9-tetrahidrocannabinol (THC), demostrando que
temperaturas bajas y tiempos cortos favorecen la conservacion de estos compuestos

bioactivos (Monton et al., 2019).

El empleo del cannabis ha ido en aumento, no obstante, el control de calidad y la
estandarizacion de los productos derivado no son lo que se esperaria es por ello que en el
estudio de Herrera et al. (2024) se abordaron temas como los métodos cromatograficos y
espectroscopicos para analizar cannabinoides, asi como herramientas quimio métricas
aplicadas al control y monitoreo de productos y cultivos, buscando mejorar la precision y

confiabilidad en la industria del cannabis medicinal (Herreraet al., 2024).

Uno de los métodos cualitativos mayormente empleados es el método Kirby-Beauer o

mayormente conocido como método de difusién en disco, ya que es el mas adecuado para el
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crecimiento rapido de microrganismos, este método se basa en el empleo de discos
impregnados con antibidticos con diferentes concentraciones en placas de agar inoculadas
con el microorganismo que esta en prueba. Por lo general, se espera un aproximado de 18
horas para el crecimiento y poder observar los resultados, dado que cada combinacion de
microorganismo-antibiotico tiene diferentes diametros se los clasifican como susceptible (S),

intermedia (1) y (R) de resistente (Montero-Recalde et al., 2018).

Otro de los métodos mas empleados en microbiologia experimental para evaluar la
actividad antimicrobiana es el método de dilucién en caldo, de acuerdo al estudio realizado
por Kowalska-Krochmal y Dudek-Wicher (2021) explican que la CMI es la concentracion mas
baja de un agente antibacteriano la cual puede ser expresada en mg/L (ug/mL), la misma que
en condiciones in vitro controladas se puede prevenir por completo el crecimiento de una cepa
bacteriana de prueba de un organismo. También, nos explican que se emplean dos tipos de
métodos siendo los primeros los métodos de dilucién los cuales se realizan en agar 0 en un
medio liquido y los segundos son los métodos de gradiente en el cual se emplean tiras
impregnadas con un gradiente de concentracion previamente definido de cierto antibidtico

(Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021).

Impacto social y ambiental del uso de cannabinoides en salud animal

La intoxicacién por cannabis en pequefios animales segun el estudio realizado por
Mondino et al. (2019) detalla que existen diferentes presentaciones para el empleo del
Cannabis entre estas tantas se encuentran la resina, aceites concentrados, galletas, bebidas,
unglentos, cremas, entre otros. También, explica que se ha aumentado el empleo de
cannabinoides sintéticos, mismo que pueden provocar intoxicaciones en animales tal como
se dio en EE.UU. Dado que en animales pequefios suele ser accidental también se han dado
casos de manera intencional un claro ejemplo de ello es al compartir alimentos o por
exposicion al humo. Uno de los tantos estudios ha revelado que el 95% de los casos por

intoxicacion canina se dieron por ingestion accidental de material vegetal o cigarrillos siendo
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afectados perros menores de un afno, la ASPCA, sefala que el 96% de estas intoxicaciones

sucede en perros, el 3% en gatos y existe el 1% en otras especies (Mondino et al., 2019).

Mondino et al. (2019) también redacta en su estudio que la sintomatologia que
presentan los animales al intoxicarse por Cannabis son principalmente signos neuroldgicos
mismos que presentan somnolencia, ataxia, depresién, tambaleo, marcha, agitacion,
vocalizacion; en los ojos presentan pupilas dilatadas y o0jos inyectados en sangre;
gastrointestinal presentan vémitos y salivacion; también suelen presentar sensibilidad al
sonido o a la luz, miccion inapropiada, frecuencias cardiacas rapidas o lentas y temperatura
corporal baja. Aunque estos sintomas parecen graves realmente la tasa de letalidad es muy
baja, ademas para diagnosticar este tipo de intoxicacion se emplean técnicas especificas y
sensibles como es la espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases dado que
actualmente no existe un antidoto especifico por lo que el tratamiento debe ser sintomatico,
recomiendan que los médicos veterinarios informen a los propietarios sobre los riesgos y
promuevan medidas preventivas. También consideran fundamental generar un ambiente de
confianza con los duefios, de modo que puedan comunicar abiertamente cualquier sospecha
de exposicion, facilitando asi una anamnesis precisa y un diagnéstico oportuno (Mondino

et al., 2019).

El estudio titulado “Farmacocinética, seguridad y eficacia clinica del tratamiento con
cannabidiol en perros con osteoartritis” realizado por Gamble et al. (2018) su objetivo era la
evaluacion farmacocinética, seguridad y eficacia analgésica del aceite de cannabidiol (CBD)
en perros con osteoartritis (OA) el cual se obtuvo como que resultado que la vida media de
eliminacion del CBD fue de 4.2 horas, ademas no se presentaron efectos secundarios
relevantes y si se observé una disminucion significativa del dolor y un incremento de la
actividad en los perros que fueron tratados con CBD. Ademas, se detecté un aumento en los
niveles de fosfatasa alcalina en suero y llegaron a la conclusién que para observar buenos
resultados en el tratamiento la dosis administrar es de 2 mg/kgde CBD dos vecesal dia

(Gambleet al., 2018).
15

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Por otro lado, Verrico et al. (2020) empleo un tratamiento completamente diferente
dividiendo en cuatro grupos, siendo el placebo; 20 mg/dia (0,5 mg/kg) de CBD puro, 50 mg/dia
(1,2 mg/kg) de CBD puro y 20 mg/dia de CBD liposomal. Siendo su obijetivo el respaldar la
seguridad y el potencial del CBD derivado del cafiamo para ayudar con el dolor artritico
obteniéndose como que, resultado la disminucién significativa del dolor y el aumento de la
movilidad, también se registr6 que el CBD liposomal es decir la dosis que se empleé de 20
mg por dia fue tan eficaz como la dosis mas alta del CBD no liposomal es decir los 20 mg por
dia. Sin embargo, se demostré que el CBD posee de propiedades antiinflamatorias robustas

y cuantificables en sistemas experimentales (Verrico et al., 2020).

Mejia et al., (2021) por su parte logro proporcionar datos que describieran la seguridad
y el efecto del CBD para el alivio de los signos clinicos asociados a la osteoartritis canina
donde obtuvo datos basales por un periodo de 4 semanas mediante la asignacion aleatoria
al grupo placeo o al grupo que tenia el tratamiento con CBD durante 6 semanas. También,
sefialan que no se observaron diferencias entre los grupos de estudio en ninguna de las
medidas dado que los efectos adversos asociados con la administracién del CBD incluyeron

un aumento de las enzimas hepéticas y vomitos (Mejia et al., 2021).
Bases legales y éticas del uso de cannabinoides

De Briyne et al. (2021) da ejemplos de las bases legales de diferentes paises tales
como Europa (UE) misma que en el 2018, la inversién en el cannabis fue mayor a los 500
millones de euros con aproximadamente un mercado de 2400 millones de euros para el 2024
empleandose Unicamente en el ambito medicinal. Aunque méas de 22 paises permiten
cannabis medicinal, la UE no posee un marco regulatorio armonizado, ya que varios
medicamentos estan aprobados por la EMA o0 agencias nacionales. Ademas, algunos
productos con THC >0,2% estan regulados por normas de seguridad alimentaria, y el uso de
CBD en suplementos para animales esta restringido: no se permiten afirmaciones

terapéuticas sin aprobacion oficial. En cuanto
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a la alimentacién animal la EFSA permite ciertos derivados del cafiamo como materia
prima para pienso, con limites especificos por especie y los suplementos para mascotas y
equinos son comercializados con fines terapéuticos es ilegal si no estan registrados como

medicamentos (De Briyne et al., 2021).

Otro de los paises que menciona De Briyne et al. (2021) en su estudio es Estados
Unidos y esto dado que en el 2019 alcanz6 13.6 millones USD y en el 2018 mediante la Ley
Agricola el cafiamo (<0,3% THC) fue desclasificado como sustancia controlada, pero aun se
requieren regulaciones federales para su uso legal. No obstante, la confusion entre normas
federales y estatales ha sido la causante de la comercializacion ilegal de varios productos con
fines terapéuticos no aprobados. La FDA ha aprobado Epidiolex (CBD) para epilepsia, y
derivados sintéticos del THC (Cesamet, Marinol), todos solo para uso humano. Sin embargo,
no hay productos aprobados por la FDA para uso veterinario, aunque en algunos estados
como California, Nevada o Michigan se han establecido normas especificas para su discusién
veterinaria. En cuanto a la alimentacion animal, no hay productos aprobados con cafiamo o
cannabis, aunque se ha solicitado su inclusion en dietas avicolas, ain no se ha autorizado

(De Briyne et al., 2021).

Finalmente, De Briyne et al. (2021) habla de Canada pais que en el 2018 legaliz6 el
cannabis recreativo con aproximadamente mas de 7000 millones de dolares en ventas. Sin
embargo, no existen productos aprobados especificamente para animales con fines
terapéuticos dado que solo se permiten los llamados Productos Veterinarios de Salud (VHP)
con niveles muy bajos de THC (<10 ppm), dirigidos a perros, gatos y caballos. Ademas, bajo
el Reglamento del Cafiamo Industrial, solo ingredientes derivados de semillas no viables,
tallos sin flor ni hoja, o derivados sin THC detectable pueden ser incluidos en productos
naturales para la salud (NHP). Para finalizar el estudio menciona que, en cuanto a la
alimentacion animal, la Agencia Canadiense de Inspeccién de Alimentos (ACIA) no ha
aprobado productos del cafamo como ingredientes en alimentos para ganado porque se

requiere una evaluacion y aprobacion independiente por producto (DeBriyne et al., 2021).
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En cuanto a la comercializacion ilegal De Briyne et al. (2021) menciona que la
comercializacion de productos con aceite de CBD, tanto para humanos como para animales,
presenta importantes desafios regulatorios. En Estados Unidos, la FDA ha sancionado a
empresas que venden productos con afirmaciones terapéuticas no autorizadas, incluyendo
aquellos destinados al uso veterinario. Esta situacion se agrava en contextos de expansion
acelerada del mercado y de escaso conocimiento sobre el marco legal vigente. Sin embargo,
paises como la Unién Europea el etiqguetado de productos con CBD esta regulado por normas
estrictas (Reglamentos (UE) n.° 1169/2011, 178/2002 y 1924/2006) mismos que exigen
precision total y respaldo cientifico para cualquier afirmacién. No obstante, la falta de control
sobre muchos productos, especialmente los destinados a animales, ha generado
preocupacion entre los profesionales veterinarios, quienes podrian observar efectos adversos
inesperados o respuestas psicoactivas debido a productos mal formulados o etiquetados
incorrectamente ya que un problema recurrente en todas las regiones es la inexactitud en el
etiquetado, tanto en la identidad como en la potencia de los ingredientes activos, lo cual
complica la dosificacion y aumenta el riesgo de toxicidad. Mientras que en Europa solo la
composicion del cannabis medicinal esta estandarizada y controlada, en EE. UU. la situacion
varia segun el estado: solo algunos cuentan con sistemas sélidos de trazabilidad y analisis
de calidad. La inconsistencia en los métodos de prueba y los compuestos analizados aumenta
el riesgo de exposicién a contaminantes no previstos. Hay que considerar que hay muy poca
evidencia cientifica sobre la seguridad y tolerancia del CBD en animales, y algunos estudios
han reportado efectos toxicos asociados al uso de productos etiquetados ilegalmente para
uso veterinario generando asi un vacio legal que muchos pueden usar a su favor (De Briyne

et al., 2021).

En Ecuador de acuerdo a Proafio (2025) se ha observado una evolucion legal del
cannabis dado que en el 2019 la Asamblea Nacional del Ecuador aprobé reformas al Cédigo
Orgénico Integral Penal (COIP), despenalizando el uso del cannabis para fines medicinales y

terapéuticos, asi como el cdfiamoindustrial incluyendo productos con bajo nivel de THC.
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Posteriormente, en el 2020 el Ministerio de Agricultura y Ganaderia emitié el Acuerdo
Ministerial No. 109 mismo que regula la siembra, cosecha, procesamiento, comercializacion
y exportacion de cannabis no psicoactivo o cafiamo, con un contenido de THC inferior al 1%
en peso seco. Actualmente existen mas de 800 productos que contienen cannabis con
registro sanitario la mayoria contienen menos del 1% de THC lo cual limita su eficacia para
enfermedades especificas y dado que no existen medicamentos legales que contengas mas
del 1% de THC los pacientes optan por obtener las medicinas de manera ilegal. Existen
aproximadamente 705 empresas registradas en Guayas y Pichincha mismas que generan
aproximadamente 30.000 empleos directos y 144.000 indirectos con aproximadamente

300.000 consumidores a nivel nacional. No obstante, de acuerdo al manual de Agrocalidad
publicado en julio del 2024 para el registro de productos veterinarios con THC menos al 1%
con CBD no psicoactivo deben ser analizados las concentraciones de cannabinoides y la
licencia agraria solo asi se podrian vender con receta por otro lado, los productos que
contienen THC mayor al 1% con sustancias fiscalizables mismos que requieran de alguna

regulacion del Ministerio también se venden bajo receta (Proafio, 2025).
Sintesis del marco tedérico

El presente trabajo busca marcar diferencia por formular concentraciones puras de
CBD, con el fin de evaluar directamente su accién antimicrobiana sin interferencia de otros
compuestos fortaleciendo asi la validez del estudio y creando una via para el desarrollo de
tratamientos naturales personalizados. Cabe recalcar que este proyecto se fundamenta en
los principios de la microbiologia clinica, la farmacologia de productos naturales y la
biotecnologia aplicada. La eleccion del CBD se realiz6 en base a sus propiedades
antimicrobianas previamente documentadas y la necesidad de explorar alternativas no
convencionales para enfrentar la resistencia antimicrobiana. Considerandose también las
ventajas como la baja toxicidad, posibilidad de produccion local, y potencial uso en
combinaciéon con otros antimicrobianos. Este enfoque se alinea con los Objetivos de

Desarrollo Sostenible (ODS), especificamente con el objetivo 3 (salud y bienestar) y el
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objetivo 12 (producciény consumo responsables), al promover practicas terapéuticas

sostenibles en medicina veterinaria.
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3 CAPITULO llIl: Disefio Metodoldgico
3.1. Tipoy disefio de investigacion
El presente estudio se enmarc6 en un enfoque cuantitativo, de tipo experimental puro,
con un disefio completamente aleatorizado. La variable independiente correspondi6 a las
concentraciones de cannabidiol (CBD), mientras que la variable dependiente fue el didmetro
del halo de inhibicion bacteriana. El experimento se desarrollé bajo condiciones controladas

de laboratorio, siguiendo un disefio comparativo entre grupos.

3.2. Lapoblacién yla muestra

La poblacién estuvo constituida por cepas bacterianas de referencia internacional:
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. La muestra
experimental consistié en cultivos bacterianos estandarizados sobre agar Mueller-Hinton, a
los cuales se aplicaron discos de papel impregnados con CBD en diferentes concentraciones
(25mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml y 100 mg/ml). Cada tratamiento se replicé en diez ocasiones

con el fin de asegurar la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados.

3.3. Los métodosy las técnicas

Se emplearon técnicas microbiolégicas convencionales para el analisis de la actividad
antimicrobiana. Las cepas bacterianas liofilizadas fueron activadas en agar TSA e incubadas
a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, se realizaron subcultivos en el mismo medio con el fin
de obtener colonias aisladas. A partir de estas, se preparé el indculo bacteriano mediante
suspension en solucion salina estéril, ajustada a la turbidez equivalente al patrén de
McFarland0.5.
La técnica empleada para la evaluacion de la actividad antimicrobiana fue la difusiéon en disco
de Kirby-Bauer. Se impregnaron discos estériles con 15 pL de las soluciones de CBD
preparadas en DMSO al 10 % en cuatro concentraciones (25, 50, 75y 100 mg/ml).

Las placas de agar Mueller-Hinton fueron inoculadas mediante el método de

extension en superficie con asa de Drigalsky, utilizando 100 uL del inéculo bacteriano
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estandarizado. Posteriormente, se colocaronlos discos impregnados con CBD y los controles
en la superficie del agar, y las placas fueronincubadas a 37 °C durante 24 h.

Al finalizar el periodo de incubacion, se midieron los diametros de los halos de
inhibicion en milimetros mediante regla milimetrada. Los datos obtenidos fueron registrados
en hojas de célculo, calculandose promedios y desviaciones estandar para cada
tratamiento.

Para el desarrollo experimental se emplearon equipos de laboratorio como
autoclave, incubadora, cabina de flujo laminar, balanza analitica, micropipetas, vortex y
agitador magnético. Los principales reactivos utilizados fueron agar tripticasa de soya
(TSA), agar Mueller-Hinton, solucion salina al 0.9 %, estandar de turbidez McFarland 0.5,

dimetilsulfoxido (DMSO) estéril y aislado de CBD certificado para uso de laboratorio.

La validez y confiabilidad de la investigacién se garantizaron mediante el uso de
cepas ATCC de referencia, la preparacion estandarizada de las soluciones de CBD y la

replicacion de cada tratamiento en dieciocho ocasiones.

3.4. Procesamiento estadistico dela informacion

El disefio experimental correspondié a un andlisis factorial AxB, donde el factor A
represento las concentraciones de CBD (25, 50, 75 y 100 mg/ml) y el factor B representé la
bacteria (A. baumannii y S. aureus). Los datos recolectados fueron tabulados en Microsoft
Excely analizados en el software infoSaty minitab 17.

Se calcularon estadisticas descriptivas media y desviacién estandar y se aplicdé un

analisis de varianza ANOVA factorial. Para la comparacion de medias se utilizé la prueba de

Tukey, con un nivel de significancia de p < 0.05.
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e Factoresy niveles del experimento

Tablal. Factores yniveles del experimento

Factores Cadigo Niveles

ao = 25 mg/ml

a; = 50 mg/ml
A
Concentracion de CBD az = 75 mg/ml
a3 = 100 mg/ml
by = A. baumannii
Bacterias B b, = S. aureus

Fuente: Elaboracion propia
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4 CAPITULO IV: Andlisis e Interpretacion de Resultados

4.1.  Analisis e Interpretacion de Resultados

Se emplearon 10 réplicas por tratamiento empleado en el disefio experimental (10
réplicas por combinacién tratamiento x cepa en la hoja principal de datos). Los halos se
midieron en milimetros mediante regla milimetrada después de 24 h de incubacién a 37 °C y
las soluciones de CBD se prepararon en DMSO 10 % y se depositaron 15 pL por disco
(correspondiente a 375, 750, 1125 y 1500 pg por disco para 25, 50, 75 y 100 mg/ml,
respectivamente). Por otro lado, no se observaron valores atipicos evidentes fuera de los
rangos esperados para el método de difusidn disco.

Analisis ANOVA parael disefio experimental AxB

Tabla 2. ANOVAfactorialtipo lll realizado en el software InfoStat

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Hodelo 1181,00 16 73,8 T,46 <0,0001
TRAT. 345,14 3 115,05 11,63 <0,0001
REP. li0,5%1 95 12,28 1,24 00,2870
CEPA o BACTERIA 632,81 1 632,81 63,95 <0,0001
TRAT.*CEPA o BACTERIL 92,54 3 30,85 3,12 00,0323
Error 623,39 &3 9,90
Total 1304,39 79

Fuente: Elaboracién propia
El andlisis de varianza de tipo Ill la cual se observa en la Tabla 2 permitio evaluar la
influencia de los factores concentracion de CBD (TRAT.), cepa bacteriana (CEPA), su
interaccion, y la repeticién sobre la variable dependiente: el diametro del halo de inhibicion.
De acuerdo a esos resultados se obtuvo que el modelo general resulté altamente significativo
(F=7,46; p <0,0001), lo que indica que las variaciones observadas en el halo no son producto

del azar, sino de los factores considerados.

Es decir, el factor tratamiento (TRAT.), correspondiente a las distintas concentraciones
de CBD, mostré un efecto significativo (F = 11,63; p < 0,0001), lo que demuestra que las
diferentes dosis evaluadas influyen en el tamafio del halo de inhibicion. Ademas, el factor

cepa bacteriana (CEPA) present6 un efecto altamente significativo (F = 63,95; p < 0,0001),
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evidenciando que la respuesta antimicrobiana varia de forma marcada entre las diferentes
cepas Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii. Por otro lado, la interaccién
TRAT.CEPA también resulté significativa (F = 3,12; p = 0,0323), indicando que el efecto de la
concentracion sobre el halo depende del tipo de bacteria; es decir, las bacterias no responden
de forma similar ante las mismas dosis. Sin embargo, el factor repeticion (REP.) no mostré
diferencias significativas (F = 1,24; p = 0,2870), lo que confirma la consistencia y estabilidad
experimental de las mediciones.

Estadistica descriptiva

llustracion 1. Medias de halo de inhibicién (mm) porconcentraciony bacteria

Medias = DE de halo de inhibicion por concentracion y bacteria

Acinetobacter baumanni
25 Staphylococcus aureus
E 20
E
S
el
= 15+
=
e
T
10
o — L n
25 50 75 100

Concentraciéon (mg/mL)
Fuente: Elaboracion propia
En la Figura 1 se presentan las medias de halo de inhibicibn (mm) para las distintas
concentraciones de CBD (25, 50, 75 y 100 mg/mL) evaluadas frente a las bacterias
Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii, junto con sus respectivas desviaciones
estandar, también es posible observar una tendencia clara de mayor sensibilidad en S.

aureus, la cual exhibe valores de halo superiores en todas

las concentraciones analizadas. En contraste, A. baumannii muestra halos menores y menos

variables, evidenciando una respuesta mas uniformey reducida frente al CBD.
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Por otro lado, en el efecto de la concentracion, se evidencia que en la cepa S. aureus,
la concentracion de 25 mg/m produjo el mayor diametro de halo promedio (20,0 + 6,25 mm),
mientras que las concentraciones mas altas (50-100 mg/mL) mostraron una reduccion
gradual del halo. En cambio, en la cepa A. baumannii, el halo promedio también disminuye
ligeramente con el aumento de la dosis, desde 10,9 +2,85 mma 7,6 + 1,90 mm.

Esta tendencia no lineal indica que el aumento de concentracion no se traduce en
mayor inhibicién, lo cual sugiere una posible limitacion en la difusion del CBD a
concentraciones elevadas, o bien la presencia de un efecto inverso asociado a la saturacion
del disco o a caracteristicas fisicoquimicas del compuesto. Sin embargo, las barras de error
(x DE) muestran mayor dispersiébn en S. aureus, lo que podria atribuirse a una mayor
variabilidad en la respuesta entre réplicas, posiblemente por diferencias en la interaccién del
CBD con la pared celular de las bacterias gram positivas.

Estos resultados visuales coinciden con el andlisis estadistico (ANOVA), el cual
mostré efectos significativos tanto para la concentracién (p < 0.0001) como para la bacteria
(p < 0.0001), y una interaccion significativa entre ambos factores (p = 0.0323).

Andlisis descriptivo delos resultados obtenidos en Minitab

llustracion 2. Distribucién porcentual de los halos de inhibicion

Probability Plot of HALO_mm

Normal
99,9
Mean 11,91
StDev 4,779
99 ¢ N 80
. RJ 0943

P-Value <0.010

Percent
w
o

0 5 10 15 20 25 30
HALO mm

Fuente: Elaboracion propia
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Esta figura muestra la frecuencia relativa (%) de los didmetros de halo observados en
las distintas combinaciones de tratamientos, ademas se observa una distribucion
heterogénea de los datos, donde la mayor proporcién se concentra en valores intermedios
(20-15 mm), reflejando la variabilidad en la respuesta antimicrobiana de las cepas frente al
CBD. Sin embargo, la presencia de porcentajes mas altos en rangos especificos nos indica
que, aunque existe actividad, los efectos no son uniformes entre bacterias ni concentraciones.
Esta variabilidad justifica la aplicacion de pruebas de normalidad y la transformacion de los
datos para cumplir con los supuestos del andlisis inferencial.

llustracion 3. Comparaciénde los halos de inhibicién (mm) segun dosis y bacterias

Test for Equal Variances: HALO_mm vs DOSIS, BACTERIAS
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0.05

DOSIS  BACTERIAS

1 A _ Multiple Comparisons
P-Value 0,000
P Levene’s Test
P-Value 0,000
2 A p—
I ]
3 A ——
B |—|
4 Al |
B } |
0 2 4 6 8 10 12 14

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Fuente: Elaboracion propia
En esta figura se comparan directamente los diametros promedio de halo (mm) para
cada dosis (25, 50, 75y 100 mg/mL) en ambas bacterias (A. baumannii y S. aureus) donde
se evidencia que S. aureus presenta halos de inhibicion mayores que A. baumannii en todas
las concentraciones. Ademas, se observa que el incremento de la dosis no se traduce
necesariamente en un aumento del halo, destacando que la menor concentracion, es decir

los 25 mg/mL mostré en promedio valores mayores. Esta tendencia sugiere que la relaciéon
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entre concentracion y respuesta no es lineal, posiblemente por limitaciones de difusion del
compuesto en el agar.

llustracion 4. Verificacion de supuestos iniciales (distribucion original)

Probability Plot of Log_ HALO

Normal

Mean 241
StDev 0,3558
N 80
RJ 0,990
P-Value >0.100

Percent
[V, ]
o

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Log_HALO
Fuente: Elaboracién propia

La figura 4 representa la evaluacidbn de los supuestos estadisticos iniciales
(normalidad y homogeneidad de varianzas) sobre los valores originales de halo (en mm). En
el grafico se pueden observar desviaciones respecto a la normalidad, evidentes en la
dispersion de los residuales y la forma asimétrica de la distribucion. Debido a estas
desviaciones, los datos no cumplian con los supuestos requeridos para aplicar un ANOVA
paramétrico, por lo cual se decidié realizar una transformacion logaritmica (Logl10) de las

medidas de halo.
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llustracién 5. Comparacionde logaritmos de los halos segun dosis y bacterias

Test for Equal Variances: Log_HALO vs DOSIS, BACTERIAS

Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0.05

DOSIS  BACTERIAS

1 A P
B
2 A —
B I |
3 A P
B |
4 A } !

B I {
00 01 02 03 04 05 06 07 08

If intervals do nat overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Fuente: Elaboracién propia

Multiple Comparisons
P-Value 0,131
Levene’s Test
P-Value 0,11

09

Tras la transformacién logaritmica, la figura 5 muestra la comparacion entre las medias

del Log(Halo) por dosis y bacterias, donde se observa una distribucion mas homogénea y

simétrica, lo que indica que la transformacion mejoré el cumplimiento de los supuestos de

normalidad y homocedasticidad. La tendencia general se mantiene: S. aureus conserva

valores logaritmicos mayores que A. baumannii, confirmando una mayor sensibilidad, aunque

las diferencias entre dosis se tornan mas consistentes estadisticamente.
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llustracion 6. Interaccién entre dosis y halos de inhibicién

Interaction Plot for HALO_mm

Fitted Means
DOSIS * BACTERIAS BACTERIAS
20 n —e— A
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Fuente: Elaboracion propia
Esta figura 6 muestra el diagrama de interaccién entre los factores concentraciéon
(dosis) y bacteria, considerando el halo de inhibicién (transformado). Se observan que las
lineas no paralelas indican que existe una interaccion significativa entre los factores: el efecto
de la concentracion varia dependiendo de la especie bacteriana. En S. aureus se observa
una disminucion del halo con el aumento de la dosis, mientras que en A. baumannii los
cambios son menos marcados. Esto sugiere que la respuesta del halo depende del tipo de

bacteria y no solo de la cantidad de CBD aplicada.
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llustracion 7. Efectosprincipales del halo en funcion de bacteriay dosis

Main Effects Plot for HALO_mm
Fitted Means

DOsIS BACTERIAS

Mean of HALO_mm
= v} e = v >

g
o

Fuente: Elaboracién propia
La figura de efectos principales presenta el comportamiento promedio del halo (Log)
para cada nivel de los factores principales. En el grafico 7 se observa al lado izquierdo de las
bacterias, se confirma que S. aureus exhibe valores promedio superiores, reflejando mayor
inhibicién. En el panel de dosis, se observa que la concentracion de 25 mg/mL presenta el
efecto promedio mas alto, reforzando la observacion de que las dosis mayores no
incrementan proporcionalmente la inhibicion. Esta representacion evidencia los efectos

independientes de cada factor sobre la variable de respuesta.
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llustracion 8. Prueba de Tukey HSD para Log(Halo) y dosis

Tukey Simultaneous 95% Cls
Differences of Means for Log_ HALO

DOSIS

If an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.

Fuente: Elaboracion propia
La figura 8 representa los resultados de la prueba post-hoc de Tukey aplicada sobre
las medias logaritmicas de los halos segun las dosis, también es posible observar que existen
diferencias significativas entre la dosis de 25 mg/ml respecto a las dosis de 50, 75 y 100 mg/ml
(p < 0.05), mientras que no hay diferencias significativas entre estas Ultimas entre si. Esto
indica que la concentracion mas baja genera una respuesta inhibidora significativamente

distinta, lo cual refuerza la hipétesis de una no linealidad en la relacion dosis-respuesta.
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llustracion 9. Prueba de Tukey HSD para Log(Halo) y bacterias

Tukey Simultaneous 95% Cls
Differences of Means for Log_HALO

BACTERIAS
®

0,0 0,1 02 03 04 05 06

If an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.

Fuente: Elaboracién propia
En esta figura se muestran los resultados de la prueba de Tukey aplicada al factor
bacteria, es posible observar una diferencia significativa entre las medias logaritmicas de halo
para S. aureus y A. baumannii, confirmando que la especie bacteriana tiene un efecto
significativo sobre la respuesta al CBD. Este resultado concuerda con los efectos principales

del ANOVA y respalda la mayor susceptibilidad de S. aureus.
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5 CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones
5.1. Discusién

Los resultados del analisis de varianza demuestran que la concentracién de CBD y la
especie bacteriana son factores determinantes en la actividad antimicrobiana observada,
coincidiendo con lo reportado en investigaciones previas que destacan la accién diferencial de
los cannabinoides frente a bacterias gram positivas y gram negativas (Niyangoda et al., 2024).

El efecto altamente significativo de la bacteria confirma que Staphylococcus aureus es
mas sensible al CBD que Acinetobacter baumannii, lo cual puede explicarse por la estructura de
su pared celular, ya que las bacterias gram positivas presentan una pared mas permeable al
CBD, mientras que las gram negativas poseen una membrana externa lipopolisacérida que
actlia como barrera a compuestos lipofilicos (Pacheco et al., 2023).

El efecto significativo de la concentracion indica que las variaciones en la dosis impactan
en el halo de inhibicién; sin embargo, el patron observado no fue lineal. La menor concentracion
(25 mg/ml) mostr6 halos mas amplios, lo que sugiere que el aumento en concentracién no
necesariamente incrementa la difusion o eficacia. Este comportamiento puede deberse a ciertas
limitaciones en la difusiébn del CBD en el agar a mayores concentraciones, quizas posibles
precipitaciones o0 agregaciones que reducen la biodisponibilidad efectiva del compuesto y
factores fisicogquimicos como la viscosidad del solvente o la saturacion local del disco (Morales-
Carrasco & Palacios-Paredes, 2021).

La interaccion significativa entre concentracion y bacteria demuestra que la respuesta de
inhibicion varia segun la especie, confirmando que cada bacteria tiene una sensibilidad
especifica frente a cada dosis. Este hallazgo es crucial, ya que evidencia que la efectividad del
CBD no es universal y que su desempefio depende del microorganismo evaluado. Por otro lado,
la no significancia de la repeticion valida la consistencia experimental y asegura que las
diferencias detectadas provienen de los tratamientos y no del error aleatorio (Vargas et al.,

2025).
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Los resultados muestran una actividad antimicrobiana del CBD frente a las cepas
controladas ATCC evaluadas, con diferencias significativas entre especies y entre
concentraciones. En particular, Staphylococcus aureus presenté halos de inhibicibn mayores
gue Acinetobacter baumannii, concordando con reportes previos que sefialan mayor
susceptibilidad de gram positivos (p. €j. S. aureus) a cannabinoides en ensayos in vitro (Vargas
et al., 2025). La significacion estadistica de la interaccion concentracion por bacteria sefiala que
el patron de respuesta ante variaciones en la concentraciénde CBD difiere segun la bacteria.

Un hallazgo llamativo es la mayor media de halo a la concentracion mas baja (25 mg/mL)
en comparacion con las concentraciones mas altas. Este patron es contrario a la expectativa
clasica de una relacion dosis-respuesta lineal (a mayor concentracidbn mayor inhibicion). Una de
las tantas posibles explicaciones de acuerdo al estudio realizado por Herrera (2019) es la
limitacion del método difusién-disco para compuestos lipofilicos, ya que el CBD es lipofilico; a
concentraciones elevadas puede presentar menor difusiéon en agar, generando halos menores,
aunque la cantidad depositada sea mayor (Herrera, 2019).

Otra posible explicacion es a los efectos del solvente/excipiente, dado que el vehiculo
usado (DMSO al 10 %) es el que facilita la solubilidad inicial, pero la cantidad de CBD absoluto
depositado y su comportamiento fisico-quimico en el disco/agar puede cambiar con
concentracion, afectando difusion (La Fuente-Salcido Norma Margarita et al., 2015).

Ademas, fue posible observas ciertas limitaciones del estudio tales como el método de
difusién en disco mismo que tiene limitaciones para compuestos lipofillicos como el CBD, Is

difusion en agar puede no reflejar la verdadera actividad in vitro (Zugi¢ et al., 2024).

5.2. Conclusiones
La presente investigacion tuvo como propésito evaluar la actividad antimicrobiana del
cannabidiol (CBD) en distintas concentraciones frente a cepas bacterianas de referencia

Acinetobacter baumannii y Staphylococcusaureus, ambas de relevanciaclinica y veterinaria por
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su multirresistencia a antibiéticos convencionales. A continuacion, se sintetizan los principales
hallazgos y aportes del estudio en coherencia con los objetivos planteados:

- El CBD demostro6 actividad antimicrobiana in vitro frente a ambas cepas evaluadas. Los
analisis de varianza (ANOVA factorial) confirmaron que la concentracién del CBD, la
especie bacteriana y la interaccién entre ambos factores ejercieron un efecto significativo
sobre el diametro del halo de inhibicion. Estos resultados evidencian que el CBD, en
condiciones experimentales controladas, posee potencial como agente antimicrobiano.

- Staphylococcus aureus mostré mayor susceptibilidad al CBD que Acinetobacter
baumannii. En todos los tratamientos, la cepa gram positiva presento halos de inhibicion
mas amplios, lo cual se relaciona con su pared celular menos restrictiva a la penetracion
de compuestos lipofilicos como el CBD. Por el contrario, la membrana externa
lipopolisacarida de A. baumannii actué como barrera, reduciendo su sensibilidad.

- La relacion dosis-respuesta no fue lineal. Contra la expectativa inicial, la concentracion
mas baja (25 mg/mL) gener6 halos de inhibicién superiores a las dosis mas altas (50—
100 mg/mL). Este comportamiento sugiere que factores fisicoquimicos como la difusion
del CBD en agar, la posible saturacién de los discos o la agregacién del compuesto a
mayores concentraciones limitaron su efectividad. Este hallazgo representa un aporte
novedoso, pues contradice el modelo clasico de mayor dosis—mayor efecto, y abre
interrogantes sobre el comportamiento de fitocannabinoides en medios sdlidos.

- La interaccion concentracion x bacteria fue determinante. El analisis revel6 que la
efectividad del CBD no puede generalizarse, ya que la respuesta varié segun la cepa.
Mientras que en S. aureus el patron fue mas marcado, en A. baumannii las diferencias
entre concentraciones fueron minimas, lo cual sugiere que cada especie responde de
manera especifica al compuesto.

- La metodologia utilizada permitié resultados confiables y reproducibles. El disefio

factorial AxB con diez réplicas por tratamiento asegurd solidez estadistica y permitio

verificar la
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consistencia experimental. El uso de cepas ATCC, la estandarizacion del in6culo y el
empleo de controles fortalecieron la validez de los hallazgos.

- El estudio aporta evidencia novedosa en el contexto veterinario ecuatoriano. Hasta el
momento, los estudios locales sobre el uso del CBD en medicina veterinaria frente a
cepas multirresistentes son escasos. Este trabajo constituye un aporte innovador que
puede orientar futuras aplicaciones terapéuticas y experimentales, con relevancia tanto
académica como practica.

En sintesis, los resultados confirman que el cannabidiol posee un efecto antimicrobiano
dependiente de la cepa bacteriana y con un comportamiento atipico respecto a la dosis. Este
hallazgo refuerza la necesidad de explorar mecanismos de accion, formulaciones mas estables y
posibles aplicaciones clinicas. De este modo, la investigacién abre un campo prometedor en el
uso de compuestos naturales en la medicina veterinaria para enfrentar la resistencia

antimicrobiana.

5.3.  Recomendaciones

Realizar estudios complementarios con otros métodos microbiolégicos como la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentraciéon Bactericida
Minima (CBM). Estas técnicas permitirian una caracterizacion mas precisa de la potencia del
CBD frente a bacterias multirresistentes.

Explorar nuevas formulaciones del CBD (vehiculizacion en aceites, emulsiones,
nanoparticulas o sistemas lipidicos) que mejoren su solubilidad y difusién, superando las
limitaciones observadas en el método de difusion en disco.

Ampliar el espectro de bacterias evaluadas. Se recomienda incluir otros patdégenos
multirresistentes de importancia clinica y veterinaria (p. €j., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), para establecer un panorama mas completo de la actividad antimicrobiana del

CBD.
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Evaluar sinergias entre CBD y antibiéticos convencionales. La combinacion podria
potenciar los efectos antimicrobianos, reducir dosis requeridas y disminuir la presion selectiva
de resistencia, abriendo la puerta a nuevas terapias combinadas.

Realizar ensayos in vivo en modelos animales. Estos estudios son necesarios para
determinar la eficacia real, la seguridad y los posibles efectos adversos del CBD en condiciones
clinicas, lo que permitira proyectar su uso terapéutico veterinario.

Estudiar los mecanismos moleculares de accion del CBD. Se sugiere profundizar en la
interaccion del compuesto con membranas bacterianas, proteinas y sistemas enzimaticos, lo
gue explicaria las diferencias observadas entre bacterias grampositivas y gramnegativas.

Considerar el marco legal y regulatorio nacional. Dado que el uso de cannabinoides en
veterinaria aun no esta plenamente normado en Ecuador, se recomienda generar evidencia
cientifica que contribuya a la elaboracion de lineamientos claros para su aplicacion.

Reconocer las limitaciones del método empleado. El ensayo de difusién en disco, aunque
atil como aproximacion inicial, no refleja completamente el comportamiento del CBD en entornos
biol6gicos. Futuras investigaciones deberan incluir metodologias mas representativas y

condiciones clinicas simuladas.
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7 ANEXOS
Fotografia 1.

Limpieza y desinfeccion de cajas Petri.
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Fotografia2.

Preparacion de material a esterilizar.
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Fotografia 3.

Preparacion de agar Mueller Hinton.
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Fotografia 4.

Aplicacion de las concentraciones de CBD en discos blancos.
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Fotografia 5.

Placa con colonias de Staphylococcus aureus.

Fotografia 6.

Turbidez equivalente al patrén de McFarland 0.5.
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Fotografia 7.

Inoculacion mediante el método de extension en superficie con asade Drigalsky.

Fotografia 8.

Colocaciénde discos impregnados con diferentes concentraciones de CBD en cajas Petri.
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Fotografia 9.

Medicion de halos conregla milimetrada.
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