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Evaluacidn del efecto antibacteriano de cannabidiol full spectrum sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y desarrollo de una
pasta dental

Resumen

El objetivo de la investigacion fue determinar la susceptibilidad de la bacteria Streptococcus
mutans ATCC 25175 frente a cannabidiol full spectrum (un concentrado de CBD >52%), para su
inclusion en una formulacion cosmética de una pasta dental. Para probar la sensibilidad de la
bacteria frente a CBD full spectrum a distintas concentraciones, se utilizé el método de difusion en
disco en comparacion a un patron (clorhexidina) y blanco (dimetilsulféxido 25%, o agua estéril).
Posteriormente, para incluir el CBD full spectrum a la formulacion de la pasta dental se aplico un
disefio simplex-centroide de la metodologia de superficie de respuesta para optimizar la viscosidad
a un valor objetivo. Finalmente, se comprob6 la actividad antibacteriana de CBD full spectrum
frente a S. mutans ATCC 25175 a niveles comparables a la clorhexidina y se desarroll6 una pasta
dental optimizada a un valor de viscosidad adecuado para su uso cosmético.

Palabras Clave: Streptococcus mutans; cannabidiol full spectrum; dentifrico; antibacteriano.

Abstract

The objective of the research was to determine the susceptibility of the bacteria Streptococcus
mutans ATCC 25175 to full spectrum cannabidiol (a CBD concentrate >52%), for its inclusion in
a cosmetic formulation of a toothpaste. To test the sensitivity of the bacteria to full spectrum CBD
at different concentrations, the disk diffusion method was used in comparison to a standard
(chlorhexidine) and blank (25% dimethyl sulfoxide, or sterile water). Subsequently, to include the
full spectrum CBD in the toothpaste formulation, a simplex-centroid design of the response surface
methodology was applied to optimize the viscosity to a target value. Finally, the antibacterial
activity of full spectrum CBD against S. mutans ATCC 25175 was verified at levels comparable
to chlorhexidine and an optimized toothpaste was developed at a viscosity value suitable for
cosmetic use.

Keywords: Streptococcus mutans; full spectrum cannabidiol; toothpaste; antibacterial.

Resumo

O objetivo da investigacdo foi determinar a suscetibilidade da bactéria Streptococcus mutans
ATCC 25175 ao canabidiol de espectro total (um concentrado de CBD >52%), para inclusdo na
formulacdo cosmética de uma pasta de dentes. Para testar a sensibilidade das bactérias ao CBD de

espectro total em diferentes concentracdes, foi utilizado o método de difusdo em disco em
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comparacdo com um padrdo (clorexidina) e um branco (dimetilsulfoxido a 25% ou agua estéril).
Posteriormente, para incluir o CBD de espectro completo na formulacdo da pasta de dentes, foi
aplicado um design simplex-centréide da metodologia de superficie de resposta para otimizar a
viscosidade para um valor alvo. Finalmente, a atividade antibacteriana do espectro completo do
CBD contra 0 S. mutans ATCC 25175 foi verificada a niveis comparaveis aos da clorexidina e foi
desenvolvido um dentifrico otimizado com um valor de viscosidade adequado para uso cosmético.

Palavras-chave: Streptococcus mutans; canabidiol de espectro total; dentifrico; antibacteriano.

Introduccion

Dentro de las patologias a nivel bucal se pueden citar la caries dental, periodontitis severa, halitosis,
la pérdida de piezas dentales, entre las mas comunes. La caries dental no tratada representa la
patologia con mayor prevalencia con aproximadamente un 32% de la poblacion mundial afectada
(OMS/FAO, 2022). A nivel de Latinoamérica, de modo particular en aquellos paises con
deficiencias tanto de acceso a servicios de salud oral, asi como; educacion relacionada a la higiene
bucal la prevalencia de caries dental es considerable, con tasas que se modifican segun edad,
género, caracteristicas socioeconomicas y ubicacion geografica. En tal contexto existe una
prevalencia de 79% de caries en la denticion primaria y 93% en la denticién permanente en nifios
de Latinoamerica (Frencken et al., 2017). En el Ecuador la caries dental representa un serio
problema de salud pudblica, con elevada prevalencia en la poblacion. En relacion a estudios
publicados, la prevalencia de caries en adolescentes de 12 a 15 afios es del 80.8%, de esta
circunstancia la necesidad de hacer énfasis a esfuerzos de naturaleza preventiva y de tratamiento
para reducir en medida de lo posible la caries dental en la poblacion (Valarezo et al., 2015).

Por otra parte, es conocido el efecto antibacteriano del cannabidiol, lo cual podria convertirla en

una molécula de interés para combatir diversos tipos de infecciones (Narayanan & Elshaari, 2018).

Metodologia
Obtencidn del concentrado de cannabidiol full spectrum

El concentrado de cannabiodiol full spectrum fue adquirido a la empresa CBD Solutions SAS, con

sede en Quito, Ecuador, segun reporta la empresa el método de extraccion es CO2 supercritico, el
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producto viene acompafiado de un certificado de andlisis realizado por Laboratorio LASA
acreditado en Ecuador con N° SAE LEN 06-002 (Lambert & Park, 2018).

Composicion quimica del concentrado de cannabidiol full spectrum

El certificado de analisis detalla la composicion del concentrado de cannabidiol full spectrum, en
términos de cannabinoides. La composicion reportada de cannabinoides es: 52,15% CBD, 1.5%
THC, 6.9% CDB-A, <0.00909% THC-A, todosen %p/p segun certificado de analisis. El método
de ensayo corresponde a PEE.LASA.INS.16 AOAC.2018.11, el cual consiste en cromatografia
liquida acoplada a detector de arreglo de diodos o alternativamente espectrometria de masas
(UHPLC-DAD/MS) (Valenti & Zoccali, 2020). El concentrado de cannabidiol full spectrum fue

usado diluido en soluciones acuosas de dimetilsulféxido para las pruebas antimicrobianas.

Actividad antimicrobiana

La cepa Streptococcus mutans ATCC 25175 de la marca KwikStikTM fue adquiridaa CAPILAB
S.A.S. con sede en Quito, Ecuador. Para la activacion de S. mutans se us6 como medio de cultivo
agar BHI (Brain Heart Infusion) y condiciones anaerdbicas en una incubadora Thermo Scientific
— Heratherm modelo 1GS 60, a una temperatura de 35+0.5°C. Las pruebas de actividad
antimicrobiana se realizaron mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer), para lo cual
se preparé una suspension con colonias de 18-20 h de crecimiento (fase exponencial) en suero
fisiologico estéril, la turbidez fue ajustada a 0.5 McFarland, y fueron estriadas en placas Petri con
agar Mueller Hinton (Hakimiha et al., 2014). Se cargaron discos en blanco con las soluciones tanto
del patron de comparacion clorhexidina 0.05% (15 mm), 0.12% (17 mm), 0.2% (19 mm) y 2.0%
(29 mm) como las de cannabidiol full spectrum a diversas concentraciones 0.15%, 1.0%, 2.5%,
5.0% y 25% (expresadas como CBD); ademas de una solucion de dimetilsulfoxido (DMSO) 25%
v/v en agua como blanco, que fueron incorporados a las placas y luego incubados en las condiciones
descritas (Steinberg et al., 2019). Se comprobaron previamente la solubilidad de las sustancias en
soluciones de DMSO (cannabidiol full spectrum) o agua estéril (gluconato de clorhexidina) y la
tolerancia de la cepa de S. mutans frente al DMSO, obteniendo que el microorganismo es capaz de
soportar concentraciones de hasta 50% v/v de dimetilsulfoxido sin sufrir alteraciones en su
desarrollo (Gongalves et al., 2019).

Formulacion de la pasta dental
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Los ingredientes incluidos en la formula fueron seleccionados en atencion a la categoria funcional
de los excipientes, y maxima potencia por unidad de dosis, segun la base de ingredientes inactivos
dela FDA. Laformulacion desarrollada es una pasta acuosa y los componentes basicos se describen
en la Tabla 1 (Kumar & Yadav, 2018).

Tabla 1: Limites de ingredientes inactivos segin FDA.

Compuesto Maxima potencia por unidad de dosis, %
Carbonato de Calcio 50

Laurilsulfato de Sodio 1.4

Glicerina 18

Sacarina de Sodio 0.2

Metilparabeno 0.05

Propilparabeno NA

Mentol 4.7

Agua -

Disefio experimental

Para la generacion de las combinaciones del experimento se aplico el disefio simplex centroide
correspondiente a la metodologia de superficie de respuesta (Uygur et al., 2020). El objetivo fue
determinar la combinacion de polimeros que exprese valores de viscosidad optimizados en
términos de wun valor objetivo. Se tomaron en cuenta 3 excipientes viscosantes:
carboximetilcelulosa sodica, goma xantan e hidroxietilcelulosa (CMC, GOM y HEC) obteniendo

la secuencia que se describe en la Tabla 2 (Botelho et al., 2020).

Tabla 2: Combinaciones de polimeros para la generacion de formulaciones del dentrifico.

Compuesto

Carboximetilcelulosa + Goma xantan

Carboximetilcelulosa + Hidroxietilcelulosa

Goma xantan + Carboximetilcelulosa

Goma xantan + Hidroxietilcelulosa

Hidroxietilcelulosa + Carboximetilcelulosa
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Hidroxietilcelulosa + Goma xantan

Se utilizé el programa Minitab® versién 18, aplicando un disefio de mezclas de vértices extremos
de grado 2, sin puntos centrales y axiales. Lo anterior en consecuencia de que en pruebas
preliminares se demostrd que la mezcla de 3 viscosantes origina desestabilizacion fisica de la

formulacion.

Resultados y discusion

Del ensayo de actividad antimicrobiana, se demuestra la sensibilidad de S.mutans ATCC 25175
frente al concentrado de CBD full spectrum evaluado (Thomford et al., 2018). En funcién de los
valores de referencia segun se indica en la Tabla 3, la sensibilidad del microorganismo inicia a
partir dela minima concentracion ensayada. Asimismo, se verifica el comportamiento directamente

proporcional de la concentracion frente al nivel de sensibilidad.

Tabla 3: Concentracion de CBD full spectrum vs. Halos de inhibicion

Concentracion . )
Resultados | Interpretacion | Valores de Referencia

expresada en CBD, %

25.0 21+0.1mm Sensible

5.00 20+0.2 mm | Sensible Sensible > 12 mm

2.50 16+0.2 mm | Sensible Medianamente sensible 10-11 mm

1.00 14+0.3 mm | Sensible Resistente <9mm

0.15 1240.4 mm | Sensible

Valores expresados como promedio + desviacion estdndar,n =5

En la Tabla 4 se indican los resultados de viscosidad para cada una de las 6 formulaciones a dos
réplicas para untotal de 12 formulaciones (Silverson Machines Ltd.,2022). Para cada combinacion
con su respectiva réplica se describen valores de viscosidad con una relativa baja diferencia, debido
a distintas variables como la velocidad de mezclado o las diferencias intrinsecas de las materias
primas, por ejemplo, la aireacion, dado que de modo general los polvos contienen un porcentaje
significativo de aire interparticular y el detergente “tensoactivo” puede ahondar este problema

(Silverson, 2022).

Tabla 4: Resultados de viscosidad a 20 rpm para las corridas planteadas en el DOE.
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Orden de Corrida TipoPt Bloques CMC HEC GOMX Viscosidad, cP

1 1 1 0 0 1 21226.85
2 1 1 1 0 0 22401.60
3 1 1 0 1 0 20006.93
4 2 1 0 0.5 0.5 21282.28
5 2 1 0.5 0 0.5 21345.74
6 2 1 0.5 0.5 0 21827.83
7 1 1 0 0 1 21345.70
8 1 1 1 0 0 22532.30
9 1 1 0 1 0 20032.43
10 2 1 0 0.5 0.5 21453.50
11 2 1 0.5 0 0.5 21387.40
12 2 1 0.5 0.5 0 21964.90

Los resultados del coeficiente de regresion en funcion al disefio de mezclas aplicado, se verifica
que para las mezclas de los modificadores del comportamiento reoldgico, tales poseen un valor p<
0.05, por ende, se infiere gue los resultados presentan diferencias significativas desde el punto de
vista estadistico, lo que sugiere que la variable en cuestion tiene un efecto importante en los
resultados de los experimentos desarrollados (Montgomery, 2017; Myers et al., 2016).

En torno al factor de inflacion de la varianza (fiv) en todos los casos tiene un valor de 1.5, lo que
explica que no existe multicolinealidad significativa, debido a que valores por encima de 10 suelen
indicar problemas de multicolinealidad (Kutner et al., 2005; Hair et al., 2010). Lo anterior implica
que las variables en el modelo no estan intimamente correlacionadas, lo que es deseable en un
disefio experimental. Finalmente, de manera general, los valores p =0y FIV de 1,50 sugieren que
el modelo es adecuado y que las variables independientes estan contribuyendo de manera

significativa a explicar la variabilidad en la variable de respuesta (Myers et al., 2016).

Figura 1: Viscosidad vs cantidad de viscosantes
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Luego, en la Figura 1, se detalla la gréfica de ajuste, en donde se puede comprobar lo expuesto en
la grafica de probabilidad Figura 2, pues se observa una dispersion aleatoria de los puntos alrededor
de la linea horizontal en cero. Lo anterior indica que los residuos “errores” no estan relacionados
de forma sistematica con los valores ajustados, representando a su vez una sefial de que el modelo
es adecuado para los datos (Montgomery, 2017). En la region de disefio experimental se observan
los valores extremos para cada factor donde se muestra cdmo la variable de respuesta cambia
cuando varian los factores a la vez: Se determino que la region de la superficie donde la respuesta
es maxima cuando existe la adicion Unicamente de CMC, mientras que la respuesta minima se
evidencia hacia la HEC y un valor relativamente intermedio para la GOMx (Anderson &

Whitcomb, 2016).

Figura 2: Gréafica de probabilidad normal a Viscosidad cP a 20 RPM.

Residuo

Figura 3: Grafica de contorno de mezcla para Viscosidad cP a 20 RPM.
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En la Figura 3, se muestra como cambia la respuesta en funcién de la cantidad de agentes
viscosantes. Se determind que los contornos mas cercanos muestran regiones donde la respuesta es
constante, de tal forma que nos permite inferir cuales son las areas 6ptimas y suboptimas de los
factores para optimizar la viscosidad a 20850 cP, en este caso la tercera region de color celeste es
la zona ideal pues esta dentro del rango de: 20700 a 20950, ademas la forma de este espacio nos
indica interacciones minimas entre los factores en este caso CMC Y HEC (Anderson & Whitcomb,
2016).

Conclusiones

Ha quedado demostrada la utilidad practica de CBD full spectrum como agente antibacteriano
frente a Streptococcus mutans, a concentraciones tan bajas como 0,15%, lo cual transforma a este
recurso en una herramienta fundamental para la lucha contra las enfermedades periodintales y la
caries de modo particular. Adicionalmente, mediante la aplicacion de un disefio de mezclas de
vértices extremos, fueron optimizados satisfactoriamente los componentes en la formulacién a una
mezcla de viscosantes de 81,90% CMC y 18,10% HEC para la formulacion final en términos de

viscosidad, misma que posteriormente se comprobo a nivel experimental.
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