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Resumen

Titulo: Evaluacion de la fotoproteccion de extractos de especies bacterianas de las clases
Actinobacteria y Bacteroidetes frente al dafio producido por la radiacion ultravioleta

Autor: Victor Alfonso Carrero Pulido

Palabras Clave: Fotoproteccion, Actinomycetota y Bacteroidota, radiacion UV.

Descripcion: Las bacterias del filo Actinomycetota producen una variedad de metabolitos
secundarios con propiedades fotoprotectoras en la piel. Este estudio tuvo como objetivo investigar
las propiedades fotoprotectoras y antigenotdxicas contra los rayos UVB de extractos obtenidos de
cepas de los filos Actinomycetota y Bacteroidota que se encuentran en el Cepario LMMA-UIS.
La eficacia de la fotoproteccion in vitro se evaluo utilizando el factor de proteccion solar (SPFin
vitro) Y la longitud de onda critica (Ac). La antigenotoxicidad UVB (%GlI) también se evalud
utilizando el SOS Chromotest. Se utilizé un andlisis de correlacion para examinar la relacion entre
la concentracion como peso en himedo, el SPFin vitro Y las estimaciones del %IG. La eficacia de
fotoproteccién UVB fue la siguiente: dos extractos (Kocuria flava, Chryseobacterium sp.) con
fotoproteccidn alta, cuatro extractos (Kocuria rosea, Chryseobacterium sp.) con fotoproteccion
media, diez con fotoproteccidn baja, y dos sin fotoproteccion. Ningun extracto mostré una eficacia
protectora de amplio espectro (ic > 370 nm). La eficacia fotoprotectora dependié de la
concentracion del extracto y se correlacion6 con la antigenotoxicidad. Demostr6 que los extractos
de las especies Kocuria flava y Chryseobacterium sp., y en menor medida de Kocuria rosa,

resultan promisorias como fuentes de compuestos Utiles en fotoproteccion.

“ Trabajo de Grado

“Facultad de Ciencias bésicas. Escuela de Biologia. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. PhD
en Ciencias Agricolas, Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, la Habana, Cuba. Codirector:
Jhon Alexander Suescun Sepulveda. MSc en Biologia, Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia.
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Abstract
Title: Evaluation of the photoprotection of extracts of bacterial species of the Actinobacteria and
Bacteroidetes classes against ultraviolet radiation damage
Author(s): Victor Alfonso Carrero Pulido
Key Words: Photoprotection, Actinomycetota y Bacteroidota, UV radiation.
Description: Bacteria of the phylum Actinomycetota produce a variety of secondary metabolites
with photoprotective properties on the skin. This study aimed to investigate the photoprotective
and antigenotoxic properties against UVB rays of extracts obtained from strains of the phylum
Actinomycetota and Bacteroidota found in the LMMA-UIS Cepario. In vitro photoprotection
efficacy was evaluated using the sun protection factor (SPF invitro) and critical wavelength (Ac).
UVB antigenotoxicity (%GI) was also evaluated using the SOS Chromotest. Correlation analysis
was used to examine the relationship between concentration as wet weight, SPF in vitro and %Gl
estimates. UVB photoprotection efficacy was as follows: two extracts (Kocuria flava,
Chryseobacterium sp.) with high photoprotection, four extracts (Kocuria rosea, Chryseobacterium
sp.) with medium photoprotection, ten with low photoprotection, and two with no photoprotection.
No extract showed broad-spectrum protective efficacy (1c > 370 nm). Photoprotective efficacy
was dependent on extract concentration and correlated with antigenotoxicity. It showed that
extracts of Kocuria flava and Chryseobacterium sp. species, and to a lesser extent of Kocuria rosa,

show promise as sources of compounds useful in photoprotection.

“ Degree work

“Science faculty, Department of Biology. Advisor: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. PhD in
Agricultural Sciences, National Institute of Agricultural Sciences, Havana, Cuba. Co-Advisor:
Jhon Alexander Suescun Sepulveda. MSc in Biology, Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia.
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Introduccion

El incremento de la incidencia de la radiacion solar debido a la degradacion de la capa de
ozono (Barnes et al., 2019), genera creciente preocupacion por el dafio que esta produce en la piel
humana (Islami et al., 2020). La radiacion UV comprende longitudes de onda (1) de ultravioleta
A (UVA, 320- 400 nm), ultravioleta B (UVB, 280— 320 nm) y ultravioleta C (UVC, 100- 280
nm). Esta Ultima, es filtrada por la capa de ozono mientras que los rayos UVB (5%) y UVA (95%)
Ilegan a la superficie de la Tierra (Schuch et al., 2017). Los rayos UVB estéan relacionados con la
formacioén de dafio en el ADN (dimeros de ciclobutano-pirimidina y fotoaductos de pirimidina-
pirimidona) involucrados en la génesis de cancer de piel, con procesos inflamatorios (Ej: edemay
eritema) y producen quemaduras (Ganesan & Hanawalt, 2016; Moreno & Moreno, 2010). Por su
parte, los rayos UVA se relacionan con el foto-envejecimiento y el estrés oxidativo (Reis- Mansur
et al., 2019). Debido al aumento de la incidencia de radiacién solar en la piel, surge una mayor
demanda para su proteccion.

La fotoproteccidn es una estrategia preventiva para evitar la exposicion a la radiacion solar
y sus efectos nocivos, siendo el uso de filtros solares topicos la practica mas comun (Jansen et al.,
2013). Sin embargo, estos productos deben cumplir ciertas especificaciones, en cuanto a su
eficacia; una proteccion contra los espectros eritemogeénicos de la luz UV (es decir, UVB y parte
de UVA) medido por el factor de proteccion solar (SPF) aprobado por Food and Drug
Administration (FDA), y una proteccion de amplio espectro o UVA X > 370 nm, consenso de la
American Academy of Dermatology (Moreno & Moreno, 2010; Jansen et al., 2013), evitando
efectos agudos y cronicos sobre la piel. También es esencial la seguridad de los filtros solares. Hay

controversias sobre el uso de la Oxibenzona y Octinoxato en protectores solares de uso comun,
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por ser nocivos a los ecosistemas de arrecife de coral (Raffa et al., 2019; DiNardo & Downs, 2018)
y citotdxicos para el humano (Siller et al., 2018). Adicionalmente, se espera que estos filtros
posean otras propiedades: antioxidantes, antigenotoxicas, antimicrobianas, organolépticas y otras,
que demanda la industria cosmética (Osterwalder & Hareng, 2016). Esto explica, la creciente
demanda de ingredientes naturales de origen vegetal para la formulacion de protectores solares de
uso topico (Nunes et al., 2018; Yeager & Lim, 2019).

En tal sentido, los microrganismos son una fuente menos explorada de compuestos con
potencial uso como filtros UV (Gao & Garcia, 2011). Las propiedades protectoras se atribuyen a
sus pigmentos, que son estructuralmente diversos, incluyendo: carotenoides, melanina, violaceina,
prodigiosina, monascina, piocianina, actinorrodina y zeaxantina, entre otros (Narsing, Xiao & Li
2017). Otras propiedades son antimicrobianas y antioxidantes, prometedoras al producir un valor
agregado a los protectores solares. Ademas, por su facil manejo y cultivo controlado, la
productividad de estos pigmentos bacterianos puede ser mas rentable que en plantas.

El presente trabajo evalué el potencial fotoprotector y antigenotdxico de extractos
bacterianos obtenidos de seis cepas de los filos Actinomycetota (5) y Bacteroidota (1), proveniente
a la biodiversidad microbiana de Santander (Colombia). De esta manera, se explor6 diversidad
microbiana colombiana, como una alternativa a los filtros organicos sintéticos, y se identificaron

especies bacterianas promisorias como fuentes de compuestos Utiles en fotoproteccion.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el potencial de especies microbianas nativas de Colombia para la produccién de
pigmentos con propiedades fotoprotectoras.
1.2 Objetivos Especificos

1. Establecer el espectro de absorcion en el rango ultravioleta-visible de los extractos
bacterianos.

2. Determinar la eficacia fotoprotectora de los extractos bacterianos mediante indices in
vitro (SPFin vitro, Y A¢).

3. Determinar el efecto antigenotdxico de los extractos bacterianos frente a la radiacion

UVB.

Competencias

1. Desarrolla habilidades necesarias para el cultivo de microrganismos, su curacion y
conservacion; asi como, para la produccién y extraccion de pigmentos microbianos.

2. Aplica ensayos espectrofotométricos, de deteccion genotéxica (SOS Chromotest),
pruebas estadisticas, e indices de eficacia fotoprotectora, en el analisis del potencial fotoprotector
de extractos microbianos frente a la radiacion ultravioleta.

3. Prepara informe técnico del trabajo desarrollado, con sus respectivas normas, estructura

y rigor cientifico de presentacion.
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3. Metodologia

3.1 Material biolégico

Se usaron seis cepas bacterianas de los filos Actinomycetota y Bacteroidota recolectadas
en el departamento de Santander (Colombia) y dos cepas de referencia de la Coleccion Americana
de Cultivos Tipos (Tabla 1). Estas cepas se encuentran crio-preservadas a -80°C en la coleccion
“Cepario LMMA-UIS”, establecida en la Universidad Industrial de Santander. La base de datos
de dicha coleccion, se puede consultar en la pagina del Sistema Colombiano de Informacion sobre
Biodiversidad (https://doi.org/10.15472/ug6pal).
3.2 Produccion de extractos bacterianos

Las cepas se sembraron en tres medios de cultivo (Luria-Bertani (LB), Amresco, Slon,
Ohio); Medio Clostridial Reforzado (RCM) y Nutritivo (NU), Oxoid Ltd, Basingstoke, England),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada cepa (0.5 mL de preservado), se sembré en los
tres medios en forma liquida y se cultivaron overnight. Posteriormente, los cultivos frescos
(300uL) se sembraron por extension en cajas Petri por triplicado durante 4 dias a 25°C + 2
(temperatura ambiente). Se reviso la pureza de cada cepa con tincion Gram. La masa bacteriana
producida en las cajas, fue recuperada usando copos de algodoén y suspendida en 30 mL de metanol
acidificado (1M HCI) en tubos conicos. Las células fueron colectadas por centrifugacion (7000
rpm, 18min, 4°C), pesadas (peso humedo), y finalmente suspendidas en el mismo volumen y
solvente. Las suspensiones celulares se sonicaron a 25°C durante 2h utilizando un bafio de
ultrasonidos E+ EP30 H (Elmasonic, Amazon, EE. UU), Se centrifugo nuevamente bajo las

mismas condiciones, y el sobrenadante fue recuperado y preservado a 4°C.


https://doi.org/10.15472/uq6pal
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Tabla 1

14

Lista de extractos bacterianos utilizados en el estudio. Se proporcionaron los codigos de las cepas

correspondientes en la coleccidn de cultivos y la base de datos de secuencias NCBI. Se mostro

para cada extracto; la concentracion, eficacia de proteccion UVB (SPF invitro) Y longitud de onda

critica (Ac)

N Coleccion Sec. codigo Taxdn Medio SPF invitro Ac [mg/mL] %Gl
(Localidad) NCBI 1 Ext. puro
1 U1S0016 MH173790 Actinomyces LB 10.30+0.1 340+£0.0 0.685+£0.0 25" +11
(ATCC) viscosus
2 Ul1S0016 MH173790 Actinomyces RCM 13.84+0.0 320+0.0 1.248+0.0 23" +10
(ATCC) viscosus
3 U1S0016 MH173790 Actinomyces NU 1031+0.3 340+0.0 0.913+00 16" 3.6
(ATCC) Viscosus
4 UIS0353 MZz540233  Brevibacterium sp LB 7.13+0.0 330+0.0 4.396+0.0 0"+10
(V)
5 UIS0353 MZz540233  Brevibacteriumsp RCM 8.19+0.1 31000 470+00 32" +584
(V)
6 U1S0353 MZ540233  Brevibacterium sp NU 423+0.0 310+£0.0 1.534+0.0 11"+6.3
(V)
7 UIS0368 NR_044871 Kocuria rosea LB 19.20+00 330+0.0 4.780+00 45°+8.1
(ATCC)
8 U1S0368 NR_044871 Kocuria rosea RCM 23.69+0.0 330+0.0 887100 0"+12
(ATCC)
9 U1S0368 NR_044871 Kocuria rosea NU 10.21+£0.0 330+0.0 5.923+0.0 07+79
(ATCC)
10 UI1S1003 MT081863 Kocuria flava LB 1445+0.0 320+0.0 7.023+0.0 18"+ 4.4
(PA)
11 U1S1003 MT081863 Kocuria flava RCM 38.47+02 360+0.0 9.830+0.0 31"+4.9
(PA)
12 UI1S1003 MT081863 Kocuria flava NU 1486+0.1 360+0.0 2.080+0.0 18"+6.1
(PA)
13 Ul1S1246 MZ540236  Microbacterium sp LB 541+0.0 320+0.0 5.409+0.0 0" +31
(BM)
14 UlS1246 MZ540236  Microbacteriumsp RCM 12.95+£0.1 340£00 6.196x0.0 137+25
(BM)
15 Ul1S1246 MZ540236  Microbacterium sp NU 9.658+0.1 330+0.0 2.698+0.0 157 +24
(BM)
16 UIS1255 MK728961  Chryseobacterium LB 20.43+0.0 340+0.0 2728+0.0 23"+ 11
(TO) sp
17 U1S1255 MK728961 Chryseobacterium  RCM 22.65x0.0 340+0.0 1.178x0.0 307+9.3
(TO) sp
18 UIS1255 MK728961 Chryseobacterium NU 38.84+00 360+0.0 6.156+0.0 30"+2.6
(TO) sp
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Nota. 1: mejor coincidencia con las secuencias del gen 16S rRNA de especies tipo encontradas en
la base de datos NCBI. Localidades: V — Vetas; PA — Paramo del Almorzadero; BM —
Bucaramanga; TO — Tona. Cada cepa se evalud en tres medios diferentes: RCM - medio clostridial
reforzado; LB - Luria-Bertani; NU — Caldo Nutritivo, para un total de 18 extractos. Las
desviaciones estandar se muestran para cada indice (n = 3). Valor de probabilidad P, respecto al
control positivo:’: p < 0,01, “’: p<0,05, *: p> 0,05, **: p > 0,5, ***: p > 0,9. En negrita aparecen
las muestras con potencial utilidad para cada prueba. Se amplia la informacion en los apéndices B,
C,yD.

3.3 Eficacia de fotoproteccion in vitro

Se realizaron diluciones de los 18 extractos (1:0, 1:2, 1:3, 1:5, 1:10, 1:100) en agua
destilada estéril y sus espectros de absorbancia se midieron por triplicado utilizando la funcién
Skanlt 3.2 de un espectrofotémetro Multiskan GO (Thermo Scientific, MA). Una alicuota (1.5
mL) de cada extracto, se usO para determinar su espectro de absorbancia entre los 200 a 600 nm
(paso cada 5nm) usando una cubeta de cuarzo (Hellma Analytics, Aschaffenburg, Alemania).
Siempre se utiliz6 un blanco de lectura que contenia agua destilada estéril. Se hicieron tres lecturas
que determina la incertidumbre del equipo.

Se estimo la eficacia fotoprotectora UVB mediante el factor de proteccion solar (SPFinvitro),
descrito por Sayre et al. (1979), y simplificado en método espectrofotométrico como sigue:
(Mansur et al., 1986): SPF;, yitro = CF * Y339 EE(A)I(A)A(A) , donde EE (1) es el espectro del
efecto eritematoso en la longitud de onda A, I(4) espectro de intensidad solar en la longitud de
onda A, A(A) absorbancia del extracto determinado por la lectura del espectrofotometro en la
longitud de onda A, CF = 10 factor de correccion. Los valores de la funcion producto EE(A)I(A)
estan previamente normalizados en la tabla 2 (Sayre et al., 1979). La eficacia de proteccion de

amplio espectro (Diffey, 1994); se determiné calculando la longitud de onda critica (Ac) como
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Ac
290

ADdL =09 [2°

290

sigue: Ac = A(A)d(A), donde, d(1) es el paso de longitud de onda
(5nm). Los valores de SPFin vitro S€ Clasificaron de la siguiente manera segun las directrices de la
Asociacion Europea de Cosmética y Perfumeria (COLIPA, 2011): Sin proteccion (0,0 < SPFin vitro
<5,9), baja proteccion (6,0 < SPFin vitro < 14,9), media proteccion (15,0 < SPFin vitro < 29,9), alta
proteccion (30,0 < SPFinvitro < 59,9) y muy alta proteccion (SPFin vitro> 60,0). EI SPF me indica la
cantidad de exposicion UV para formar eritema, con uso de filtro solar, en comparacién cuando
no. Por otro lado, un Ac > 370 nm define una proteccion de amplio espectro segun las directrices
de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, 2011; Lionetti & Rigano, 2017). Es
decir, que la muestra absorbe el 90% de el espectro UVA-B.

Tabla 2

funcion de producto normalizada utilizada en el célculo de los datos del SPF in vitro

Longitud de Onda EE*I Normalizada
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180
X 1.0000

Nota. EE(Z) es el espectro del efecto eritematoso en la longitud de onda A, /(1) espectro de
intensidad solar en la longitud de onda A.

3.4 Evaluacion genotoxica de los extractos

Se llevo a cabo el ensayo SOS Chromotest (Quillardet & Hofnung, 1985), utilizando la
cepa Escherichia coli PQ-37 (F; thr; leu; his-4; pyrD; thi; galE; galK o galT, lacAUl169;
sr1300::Tn10; rpoB; rpsL; rfa; trp::Mu c+; sfiA::Mud(Ap, lac)cts), disponible en la coleccion del

Cepario LMMA-UIS. El ensayo mide enzimaticamente la induccién de la respuesta SOS producto
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del dafio genético producido en el ADN celular. A tales fines, se realizaron cultivos overnight de
la cepa PQ-37 en el medio LB suplementado con ampicilina (50pg/ml) y tetraciclina (17pg/ml),
con agitacion (300rpm) a 37°C, usando un Thermomixer (Eppendorf, Sao Paulo, Brasil).
Posteriormente, el cultivo se diluyd en medio fresco y se cultivo bajo las condiciones anteriormente
descritas hasta alcanzar una densidad optica (DO) de 0,4 a 600nm. El cultivo en fase exponencial
de crecimiento, se diluy6 1:10 en medio LB y la suspension celular se distribuyé a razén de 150uL
en tubos Eppendorf que contenian 5uL de diluciones del extracto a ensayar. Se realizaron un
minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas internas cada uno. Siempre se
incluyeron controles negativos (agua destilada) y positivos (2.34 uM de 4-nitro-quinolina-1-6xido
(4-NQO) en cada experimento. Las suspensiones se incubaron durante 30 min a 4°C para la
incorporacion del extracto a la célula, y posteriormente, 2h a 37°C y 300 rpm para la induccion de
la respuesta SOS.

Se analizaron las actividades enzimaticas p-galactosidasa (BG) y fosfatasa alcalina (FA) en
placas de 96 pozos (Brand GMBH, Alemania), cada una con un minimo de cuatro experimentos
independientes. Para determinar la actividad BG se mezclaron 135uL de buffer Z (60mM
NazHPO4, 40mM NaH2PO4, 10mM KCI, ImM Mg2S0s4, 0,1% SDS, 40mM B-mercaptoetanol, pH
7,0) con 15uL de la suspensidn celular, se incubd durante 20 min a temperatura ambiente para
producir la ruptura de las membranas celulares. La reaccion enzimatica se inici6 afiadiendo 30uL
del sustrato ONPG (4 mg/mL en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0). Después de 40 min de incubacion,
se detuvo la reaccion enzimatica afiadiendo 100uL de Na,CO3(1M). Para determinar la actividad
FA, se rompieron las membranas celulares mezclando135uL de buffer T (dodecilsulfato de sodio
al 0,1%, Tris HCI 1 M, pH 8,8) con los 15uL de las suspensiones celulares. La reaccion enzimatica

se inici6 afiadiendo 30uL del sustrato PNPP (4 mg/mL en el buffer T). Después de 40 min de
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incubacién, se detuvo la reaccion afiadiendo 50uL de HCI (2,5 M). Después de 5 minutos, Se
afiadieron 50uL de Tris (2M) para restaurar el color. La absorbancia en los ensayos de BG y FA se
midié a A = 420nm, utilizando un lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific, MA).

Las actividades PG 'y FA se calcularon usando la  relacion:
Unidades enzimaticas (UE) = 1000 * A,,,/t, donde Asx es la absorbancia del pozo a A =
420nm, t = tiempo de incubacion en presencia del sustrato en minutos. La relacion de unidades BG
y FA, como: R = (UE — BG) / (UE — PA), refleja la induccion del gen SfiA incluso cuando se
produce inhibicién de proteinas (citotoxicidad por parte de los extractos). El criterio de
genotoxicidad usado fue el factor de induccion SOS (I); I = R;/R;y, representa la induccién SfiA
normalizado como medida indirecta del dafio genético. donde t y tn son células tratadas y no
tratadas, respectivamente. Las muestras se clasificaron como no genotoxicas si | <1,5, no
concluyente si 1,5 < 1<2,0, y genotoxico si | > 2,0 (Cediel, Suescun & Fuentes, 2022).
3.5 Evaluacion antigenotdxica de los extractos

La antigenotoxicidad (la capacidad del extracto para proteger contra la genotoxicidad
inducida por los rayos UVB) se midié como una reduccidn significativa en el factor de induccion
SOS en presencia del extracto bacteriano (Fuentes et al., 2006). Calculada como: %GI =1 —
(Iet — Ine / Iyyg — Ine) * 100 donde, It es el factor de induccion SOS en el procedimiento de
co-incubacidn, es decir, la cepa PQ-37 incubada con cada uno de los extractos bacterianos, In €s
el factor de induccion SOS del control negativo, luvs es el factor de induccion de SOS en las células
tratadas con UVB (control positivo). Los valores negativos de %Gl se consideran como cero, por
lo tanto, este pardmetro variara de entre 0% a 100%. La concentracion minima que produce una

inhibicion de genotoxicidad se considerd significativa para una p < 0.05.



FOTOPROTECCION DE EXTRACTOS DE ESPECIES BACTERIANAS 19

La cepa PQ-37 en fase exponencial de crecimiento se diluyo (1:10) en LB 2X y se incubd
en presencia de los extractos a 4°C por 30 min. Posteriormente, estas se distribuyeron en placas
Petri de 5¢cm de diametro dejando 1mm de espesor. Las placas de Petri con las suspensiones se
irradiaron con UVB en la oscuridad utilizando una camara de irradiacion UVA/UVB BS-02
equipada con un controlador de radiacion que calcula la dosis inducida. UV-MAT (Opsytec Dr.
Groebel, Ettlingen, Baden-Wiirtemberg, Alemania). La dosis utilizada fue de 10J/m?, la cual
induce significativamente la respuesta SOS en E. coli sin afectar su supervivencia (Prada et al.,
2016). Luego se incubaron las suspensiones irradiadas por 2h a 37°C con 300 rpm. Cada ensayo
siempre incluyd controles negativos (agua destilada), positivos (10 J/m? UVB) y con solo el
extracto. Se realizaron un minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas internas
cada uno. La fase de los ensayos enziméticos se realizo igual que la parte anterior.

3.6 Andlisis estadistico

Se calcularon los valores medios de peso humedo del cultivo, absorbancia, SPF in vitro, Ac,
I, y %GI, y sus correspondientes errores estandar. En los casos de genotoxicidad y
antigenotoxicidad, los datos se evaluaron para su normalidad y homogeneidad de varianza usando
las pruebas de Shapiro Wilk y F-maxima respectivamente. Cuando se obtiene un valor
significativo de F en el analisis de varianza unidireccional (ANOVA), los tratamientos (grupos) se
compararon con la prueba de Tukey. Para todos los analisis estadisticos, un valor de p < 0,05 indica
significancia. Se utilizd el software estadistico R v. 2023. 6. 0. 421 (Posit Software, 2023).

(http://www.R-project.org).


http://www.r-project.org/

FOTOPROTECCION DE EXTRACTOS DE ESPECIES BACTERIANAS

4.1 Eficacia fotoprotectora

Los espectros de absorbancia UV-VIS de los extractos bacterianos mas prominentes se
muestran en la Figura 1. En todos los casos, se observaron altos niveles de absorbancia a lo largo
del espectro UVC — UVB dependiendo de la concentracion de los extractos, con picos de
absorbancia en las A siguientes: 215, 230, 250, 290 nm. Los picos de absorbancia a 290 nm,

corresponde a los extractos de las cepas Chryseobacterium sp. y K. flava que poseen los indices

20

4, Resultados

de fotoproteccion UVB mas altos dentro de los evaluados (ver abajo).

Figural

Espectro de absorbancia UV de los extractos bacterianos mas prominentes
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Nota: Se hicieron un minimo de tres ensayos independientes. Las barras de error para cada medida se

muestran en la grafica. a) y b) Kocuria. rosea, c¢) K. flava, d), e) y f) Chryseobacterium sp.

Los valores espectrofotométricos del SPFinvitro calculados para cada extracto bacteriano se
presentan en la Tabla 1. De acuerdo con las categorias definidas en la “Metodologia”, la eficacia
de fotoproteccion UVB fue la siguiente: dos extractos (Kocuria flava, Chryseobacterium sp.) con
fotoproteccidn alta, cuatro extractos (Kocuria rosea, Chryseobacterium sp.) con fotoproteccion
media, diez con fotoproteccidn baja, y dos sin fotoproteccion. Ningun extracto mostré una eficacia
protectora de amplio espectro (Ac > 370 nm). La eficacia protectora UVB de los extractos
claramente dependié de la masa inicial recuperada en cada cultivo, como se demuestra en la
correlacion entre peso humedo del cultivo y los valores correspondiente de SPF invitro (Figura 2. R

= 0,638, p < 0,001).



SPF in vitro
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Figura 2

Correlacion entre la eficacia de la fotoproteccion (SPF invitro) Y la concentracién de los

extractos bacterianos evaluados
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Nota. a) Ajuste de regresion lineal con su respectivo valor de correlaciéon (R = 0,638, p < 0,001).
Al lado derecho, imagenes de cultivo en cajas Patri Agar de las cepas evaluadas en los diferentes
medios (LB, RCM y NU).

En general, la actividad de los extractos bacterianos fue superior cuando las cepas fueron
cultivadas en el medio RCM con la excepcion de las cepas de Chryseobacterium; donde el extracto
obtenido del medio Agar Nutritivo mostré valores mayores de actividad (SPF in vitro = 38.8).

4.3 Antigenotoxicidad de los extractos bacterianos

Antes de las pruebas de antigenotoxicidad, se determind que ninguno de los extractos
aumento significativamente los valores de | (I < 1) respecto a los controles negativos, en las
concentraciones analizadas en este estudio (p > 0,05). Por lo tanto, estos extractos se consideraron

no genotdxicos en el modelo SOS Chromotest con células E. coli PQ-37. (Véase Apéndice E).
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El %Gl muestra una reduccidn significativa del Factor de induccion SOS en las células de
los co-tratamientos con los extractos y radiacion UVB (Tabla 1). Solo tres extractos (Kocuria
flava, Chryseobacterium sp.), mostraron valores relevantes (%G1 > 30%), es decir, una diferencia
significativa del dafio inducido respecto al control positivo (p < 0,05). Los valores de SPF in vitro Y
%G| obtenidos para los extractos bacterianos estudiados mostraron una alta correlacion (R = 0.678,
p <0.001). La dependencia entre ambas magnitudes mostré un ajuste exponencial. Esto es, cuanto

mayor es la eficacia fotoprotectora UVB menor es el dafio genético (Figura 3).

Figura 3
Correlacidn entre la eficacia de la fotoproteccién (SPF invitro) Y 10s %Gl de los extractos

bacterianos evaluados.
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Nota. Para él %Gl se usaron los datos pareados de extractos con valores mayores o igual a una

fotoproteccion baja (SPFin vitro> 6).
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5. Discusion

El presente estudio evidencio propiedades fotoprotectoras y antigenotdxicas contra los
rayos UVB de extractos metandlicos de cepas bacterianas de los filos Actinomycetota (Kocuria
flava) y Bacteroidota (Chryseobacterium sp.) nativas de Santander (Colombia); las cuales podrian
ser Utiles para la preparacion de protectores solares.

Los grupos bacterianos del filo Actinomycetota (Ej: Cutibacterium, Gordonia,
Micrococcus, Streptomyces), son altamente reconocidas por las aplicaciones biotecnoldgicas de
sus metabolitos secundarios, como antioxidantes, antiinflamatorias, y absorcion de rayos UV
(Sanchez et al., 2020, 2021). Tales propiedades, son atribuidas principalmente a sus pigmentos
polifuncionales que les permiten colonizar ambientes extremos (Carvalho et al., 2018; Chase,
Weihe, & Martiny, 2021; Canganella & Wiegel, 2011). Por ejemplo, especies del género
Microbacterium producen pigmentos del tipo micosporina (precursor del B-caroteno), el cual
muestra propiedades fotoprotectoras (Ojha, Kapoor, & Mishra, 2018). Un segundo estudio (Reis-
Mansur et al., 2019), mostré que los pigmentos carotenoides del género Microbacterium son
responsable de su radioresistencia frente a la radiacion UV; pero en nuestro estudio fue baja la
fotoproteccidn encontrada para el extracto de este grupo microbiano. Mendes-Silva et al. (2021)
mostraron que la especie Kocuria palustris contiene un pigmento amarillo (sarcinaxantina) con
propiedades fotoprotectoras (SPFin vitro = 9.36). Los resultados observados en nuestro trabajo con
las especies Kocuria flava (SPFin vitro = 14.45-38.47) Kocuria rosea (SPFin vitro = 10.21-23.69),
soportan el potencial de este género bacteriano para la produccién de pigmentos fotoprotectores.
Por su parte, las especies del filo Bacteroidota (Ej: Chryseobacterium artocarpi) presentan

pigmentos como la flexirrubina que poseen propiedades antioxidantes (Mogadem et al., 2021).
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Nosotros mostramos que las especies de este género contienen pigmentos con propiedades
fotoprotectoras (SPFin vitro= 38.84) y antigenotoxicas (%Gl = 30.2). Como en previos estudios
desarrollados en nuestro laboratorio (Cediel, Suescun & Fuentes, 2022; Pedraza & Fuentes, 2023),
ambas actividades estuvieron relacionadas en los extractos estudiados (Figura 3, R = 0.678, p <
0.001); y ademas mostraron, una clara dependencia de la concentracién o masa celular (Figura 2,
R =0.678, p < 0.001).

Resulta interesante que los extractos de nuestro estudio, incluso los mas pigmentados
(cepas UIS0016, UIS0353, UIS1246), absorben en las zonas espectrales UVC-UVB (ver Figura
1); en las cuales absorben muchos compuestos flavonoides. Esto contrastd, con lo observado en
estudios previos que mostraron extractos bacterianos cuyos picos de absorcion mas grandes se
encuentra en la zona visible (Mendes-Silva et al., 2021; Sanchez et al., 2021). Una posible
explicacion, podria ser el uso de diferentes medios de cultivo en los estudios como se ha indicado
previamente (Wagener et al., 2012; Ojha, Kapoor, & Mishra, 2018; Cediel, Suescun & Fuentes,
2022). En nuestro caso, el medio RCM permitié un crecimiento vigoroso en la mayoria de las
cepas estudiadas (Tabla 1). Otro factor para considerar, son las condiciones de luminosidad durante
el cultivo (Trutko et al., 2005; Mendes-Silva et al., 2021); lo cual no se tuvo en cuenta durante
nuestro estudio. Lo anteriormente descrito, nos indica la importancia de caracterizar quimicamente
los extractos estudiados en aras de identificar los compuestos responsables de la bioactividad
detectada, como ha sido sugerido por otros autores (Reis- Mansur et al., 2019; Sanchez et al.,

2021).
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6.Conclusiones

El trabajo demostro que los extractos de las especies Kocuria flava y Chryseobacterium
sp., Yy en menor medida de Kocuria rosa, mostraron alta eficacia de fotoproteccion y
antigenotoxicidad frente al radiacién UVB, pero no exhibieron fotoproteccion de amplio espectro.
Ambas actividades estan claramente correlacionadas, y dependen de la concentracion o masa
celular de partida para la obtencion de los extractos bacterianos. Las especies bacterianas

mencionadas arriba, resultan promisorias como fuentes de compuestos Utiles en fotoproteccion.

7. Recomendaciones

Seré necesario caracterizar quimicamente los extractos estudiados en aras de identificar los
compuestos responsables de la fotoproteccion. Adicionalmente, se requiere probar la irritabilidad,
toxicidad, y genotoxicidad, de los extractos en células de piel humana. Dado que nuestros
resultados se basan en ensayos de bioprospeccion in vitro, se requieren estudios in vivo para validar

estos hallazgos.
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Apéndice A

Apéndices

Descripcion del genotipo de la cepa E. coli PQ-37 (Quillardet et al., 1985)

Genotipo Descripcion

F Sin factor F para la conjugacion

thr auxotréfica para treonina

Leu auxotrofica para leucina

his-4 Auxotrdfica para histidina

pyrD Afecta el metabolismo de las pirimidinas

Thi Auxotrdfica para tiamida

galE, galK, galT involucrados en el metabolismo de la galactosidasa

lacAU169 delecion en el operdn lac

sri300::Tn10 Insercidn confiriendo resistencia a la tetraciclina

rpoB, rpsL afectan respectivamente a la RNA polimerasa y a la proteina ribosomal S12,
lo que puede conferir resistencia a antibioticos o afectar la traduccion.

rfa Afecta la permeabilidad de la membrana

trp::Mu c+ Insercién de fago Mu en locus del triptéfano con capacidad de causar
mutaciones

sfiA::Mud(Ap, transposén Mud(Ap, lac), que confiere resistencia a ampicilina y contiene el

lac)cts gen lac, se ha insertado en el gen sfiA. Quedando los genes estructurales de

la B-galactosidasa bajo el control del promotor del gen sfiA.
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Indice espectrofotométrico de fotoproteccion UVB (SPF initro) para cada uno de los extractos y

sus diluciones evaluadas

SPFin itro de los Extractos y sus Diluciones

Cepa Medio . EE 1o E)E 13 II:E)E 15 [E)E 1:10 EE 1:100 EE
LB 10205 o0 4914 o0 3088 Jorl 1saz 0003 0881 o000 007 QO0;
I o g S5 s B s S zew 505 o S 4 o0
NU 10315 00 4871 010 3003 Ooo0 1728 00 0843 oot 001 0
B 7137 00 3e7 002 ge16 00% isu 002 o745 D02 000 OO0
I oy s SEE e S ses S35 o B o 504 oms b
NU a2z OO0 200 001 13a2 001 o706 0020 023 Q3% oo OO
LB 19279 000 9003 000 5978 000 3549 00 1812 000r 0100 000
VIS0 mem 23688 gors 12070 00nd 7990 0007 aso3 000° 2208 D00 0212 oo
NU 10208 Ooit 4498 oone 2910 oove 1726 000 o798 2330 o0o00s 2009
B 14451 OO0 7256 000 a0 D0 2615 D000 1404 D00 0075 OO
VISI003 " pem  3gaes 0ose 20218 0000 13445 000 7e00 OO0 azsy 00 oses OO
NU 14858 0100 7738 1a0 5004 0.0 3040 00 1495 OO0 0074 00%
LB 5413 oy 2564 ggs 16T ggs 0980 gpng 038 goo 013 o
UISIZ mem 12050 0% 5166 gola 3207 00° 1907 O0%% 0890 0000 009 D003
NU 9658 0100 4932 o0ne 3167 00 1g3 000 oss0 OO oos2 0000
LB 20428 0% 9954 OO0 7183 2023 4as0 0009 1844 DO 0084 OO0
UISIZS mem 22652 00fe 11702 0072 s2e2 000 s2e8 0008 2as3 000 o178 D078
NU 38838 oo0 33042 o00 23257 0% 14156 0010 6785 0000 0713 004

Nota. Las diluciones van desde 1 (extracto puro, sin diluir) y arazén de 1:2, 1:3, 1:5, 1:10y 1:100

con agua destilada. DE: desviacion estandar y EE: error estandar de al menos tres lecturas que

determinan la incertidumbre del equipo.
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Indice de Fotoproteccion Labmda Critico de amplio espectro (Ac) para las cepas evaluadas y sus

estadisticos

Cepa

Medio

Ac de los Extractos y sus Diluciones

1:1 [E)IIEE 1:2 EE 1:3 EE 15 EE 1:10 EE 1:100 EE

e w0 000 w0 0000 s plee ww 000 mo G0 o OO

USO8 pow a0 S0 o0 SO0 aio 0000w ST mo (00 a0 SO
NU 340 gogg 30 5o 310 gogg 303 gezy 293 ooy 23 i

e w0 S0 a0 000w 000 w0 000 2 w0 OO

VSO pow sio 0000 a0 S0 o SM0 a0 SOz 0800 a0
wosio 0000 wo S0 aw SN a0 0000 w0 D0 s S
w0 000 w0 000 s 00 w0 SN0 aw 050 a0 OO

IS0 o S0 a0 SO0 aio 0000 am SN0 ao O560 OO
woos 560 s 860 w0 00 a0 S0 0 SN0 o 00

e S0 00 s SO0 o 000 a0 00 e ST

IS0 pow s S0 s S w0 000 wo D0 w090 sam
wooso 3000 w0 S0 s 000 w0 3000 om0 B0 o Z
SN0 w0 0000 a7 20 a0 SN0 mo 0000 a0 ST

IS0 pow s 0000 a0 S0 o SM0 a0 0O mo 000 a0
woos 560 w0 8060 a0 00 a0 B0 w0 SN0 o 00

e w0 S0 s 0N w0 SO0 w0 %0 s 00 a0 OO

IS pow a0 SH0 s 000 w0 0000w SUD w0 0560 s ST
w000 w0 S0 ww SN wo %0 s D0 w0 00

Nota. Las diluciones van desde 1 (extracto puro, sin diluir) y arazén de 1:2, 1:3, 1:5, 1:10y 1:100

con agua destilada. DE: desviacion estandar y EE: error estandar de al menos tres lecturas que

determinan la incertidumbre del equipo.
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Apéndice D
Indice de Antigenotoxicidad (%Gl) de las cepas evaluadas y sus estadisticos
Cepa Medio %GI de las cepas evaluadas en diluciones seriadas
1 DE 2 DE 3 DE 4 DE 5 DE 6 DE 7 DE 8 DE 9 DE
EE EE EE EE EE EE EE EE EE
LB 254 107 204 33 211 22 103 74 74 35 90 20 -13 106 -15 23 147 144
o 56 16  ~ 11 == 36 = 17 e~ 11 o~ 58 -« 11 - 8.1
UIS0016 RCM 230 86 192 118 199 93 135 110 103 61 113 71 -61 93 27 54 155 135
o 45 - 58 - 49 -« 54 =« 30 - 40 - 50 - 27+ 7.6
NU 162 36 42 185 -10 137 -14 36 54 145 -70 25 -142 12 -117 105 -27 23
o 19 e 91 e 72w L7 e 71 e 14 . 07 = 51 13
LB 29 101 -33 134 -13 113 15 170 -30 72 49 83 -31 120 -26 229 -17 152
. 53 - 66 - 59 83 - 35 = 4T« 65  » 112~ 8.6
UIS0353 RCM 32 584 98 558 16 518 82 517 17 813 -05 705 -13 653 -24 521 23 327
o 306 - 273 - 272 - 253 - 399 - 399 - 355 - 255 - 185
NU 106 63 -13 151 17 163 -81 324 -80 198 17 12 -11 42 -94 286 -25 396
. 33 w74 = 85 = 159 . 97 e 07 . 23~ 140 ~ 224
LB 45 81 -15 266 131 141 165 191 -45 393 -32 391 29 414 50 214 -12 306
. 42« 130 = 74« 94 = 192 =~ 221 ~ 225 105 ~ 173
UIS0368 RCM -16 12 79 110 211 190 116 180 -28 506 83 213 -60 325 -12 118 -19 164
o~ 63 = 54 w100 ~ 88 =~ 248 =~ 121 = 177 v 58 .+ 93
NU 68 79 138 130 35 71 61 13 84 99 54 24 22 56 14 17 81 85
wox 4.2 wox 6.4 - 3.7 * 0.6 - 49 *k 1.4 - 3.0 - 0.8 - 4.8
LB 177 44 73 112 151 194 08 200 -37 102 22 204 -12 211 55 109 -02 130
o 23 - 55 - 102 - 98 - 50 ~ 115 ~ 115 = 53 = 7.4
UIS1003 RCM 305 49 180 18 100 210 69 183 84 132 -29 58 47 165 -09 68 -03 45
o 26 - 09 - 110 « 90 ~ 65 = 33« 8.9 33 -« 25
NU 176 61 55 81 48 117 99 55 20 66 35 175 47 67 19 41 34 69
o 32 -« 40 - 61 = 27« 32« 99 « 36 20~ 3.9
LB -18 31 23 72 -14 117 168 169 -58 61 -93 361 -25 244 -17 325 20 198
. 16 ~ 35 o« 61 83 - 30~ 204~ 133~ 159 ~ 112
UIS1246 RCM 127 25 13 70 08 91 81 99 59 184 -65 88 -74 156 -21 108 24 16
o 13 - 34 - 48 -« 49 -« 90 ~ 50 -~ 85 =« 53  « 43
NU 153 24 166 14 27 56 77 97 -19 191 44 33 34 99 76 113 65 65
o 12 - 07 - 29 - 48 93 19 « 54 55 ™ 3.7
LB 226 107 48 155 -04 103 56 19 -09 155 21 117 -19 108 -79 122 -14 190
o 56 - 76« 54 =« 09 =~ 76 ~ 66 = 59 6.0 10.7
UIS1255 RCM 304 93 174 113 140 311 -94 458 -26 219 -13 201 03 306 07 54 04 283
o 49 - 55 - 163 ~ 25 - 107~ 114 « 166 = 27« 16.0
NU 302 26 257 19 163 111 44 141 85 182 104 177 -33 87 -96 231 -38 67
13 0.9 58 - 69 - 89  ~ 100 ~ 47« 113 = 38

Nota. DeI 1 al 9 hace referencia a diluciones seriadas de las concentraciones iniciales para cada
extracto evaluado, a razén de 1:1 con agua destilada. 1 hace referencia al extracto puro. Valor de

probabilidad P, respecto al control positivo:’: p <0,01, *

p>0,09.

:p<0,05 *:p>0,05 **: p>0,5, ***
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Apéndice E
Indice de Genotoxicidad (1) de las cepas evaluadas y sus estadisticos
Cepa Medio I de las cepas evaluadas en diluciones seriadas
c+ DE 1 DE 2 DE 3 DE 4 DE 5 DE 6 DE 7 DE 8 DE 9 DE
EE EE EE EE EE EE EE EE EE EE
LB 52 12 1.0 00 1.0 02 1.0 00 12 02 11 01 11 03 12 01 11 00 11 0.1
‘ 06 ™ 00 ™ 01 ° 00 ™ 01 ° 01 ™ 01 * 00 00 ™ 00
UIso016 RCM 112 25 09 00 09 02 09 00 11 04 11 02 11 02 11 00 10 02 11 01
‘ 12 ™ 00 ™ 01 * 00 * 02 * 010 ™ 01 ™ 00 ™ 01 T 00
NU 115 30 11 01 11 02 12 00 14 03 13 02 14 03 13 02 13 02 13 0.1
‘ 15 * 01 ™ 01 * 00 * 02 ° 01 * 02 * 01 ° 01 ™ 01
LB 84 10 13 01 15 03 14 01 13 01 15 02 12 01 11 02 10 00 10 01
‘ 05 ™ 01 * 02 * 00 * 00 ° 01 * 01 ~ 01 ° 00 ™ 01
UIs03s3 RCM 95 19 10 03 09 01 10 00 11 02 1.0 02 10 01 09 01 10 02 1.0 02
‘ 0 * 01 * 00 * 00 ™ 01 * 01 T 01 ™ 00 T 01 * 01
NU 130 17 13 01 14 01 13 01 13 01 15 01 10 02 09 01 09 01 1.0 00
‘ 08 * 01 * 01 °* 01 °* 00 * 01 * 01 ™ 01 T 01 ™ 00
LB 49 07 10 01 11 02 10 02 11 02 09 01 11 02 10 01 10 03 11 01
‘ 04 ™ 00 * 01 * 01 * 01 ™ 01 * 01 * 00 T 01 * 01
Ulso368 RCM 58 02 11 00 10 01 11 01 11 01 11 01 12 00 11 02 11 01 11 01
‘ 01 ™ 00 ® 00 * 01 * 00 * 00 * 00 * 01 * 01 ™ 00
NU 138 16 10 02 11 01 12 01 12 01 11 02 10 01 11 01 11 01 1.0 0.1
‘ 08 ™ 01 * 01 * 01 * 01 ™ 01 T 01 T 00 01 ™ 01
LB 74 08 08 00 08 01 10 00 08 01 09 01 1.0 01 10 01 10 01 11 02
‘ 04 ™ 00 ™ 00 * 00 ™ 01 ™ 00 * 01 T 00 * 00 ™ 01
UIS1003 RCM 73 09 09 00 10 02 10 01 09 02 09 02 10 01 1.0 01 10 01 09 01
‘ 00 ™ 00 ™ 01 * 01 ™ 01 * 01 * 01 * 01 T 01 T 01
NU 82 03 11 01 10 00 09 01 1.0 01 09 01 10 00 10 01 09 00 10 0.1
‘ 02 * 00 ™ 00 ™ 01 * 00 * 00 T 00 * 00 T 00 ™ 00
LB 87 01 13 02 12 01 12 01 12 01 12 00 12 01 12 01 12 01 12 02
‘ 00 * 01 * 00 ° 00 * 01 * 00 * 01 * 01 ~ 01 * 01
UIS1246 RCM 57 15 09 01 10 01 10 00 10 01 10 01 10 01 10 01 10 01 1.0 0.1
‘ 07 ™ 01 ™ 00 ™ 00 * 00 ° 00 * 00 * 01 ™ 01 ¥ 00
NU 5. 07 10 00 11 01 11 01 11 01 12 01 11 01 10 01 11 01 10 01
‘ 03 ™ 00 ™ 00 * 00 * 01 ° 00 ™ 01 ™ 00 * 00 ™ 00
LB 66 03 08 01 09 01 10 01 10 01 10 01 09 01 09 01 09 01 10 01
‘ 02 ™ 00 ™ 00 * 00 ™ 00 ° 00 ™ 00 ™ 00 * 00 ™ 00
UIS1255 RCM 60 08 08 00 09 00 10 00 10 00 10 00 1.0 00 11 02 11 01 11 02
‘ 04 ™ 00 ™ 00 * 00 ™ 00 ° 00 * 00 * 01 ° 00 ™ 01
NU 60 01 11 01 11 01 10 01 12 01 12 01 10 01 12 01 10 01 11 0.0
‘ 04 ™ 01 * 01 * 04 ° 00 00 T 01 * 00 T 00 ™ 00

Nota. Del 1 al 9 hace referencia a diluciones seriadas de las concentraciones iniciales para cada
extracto evaluado, a razon de 1:1 con agua destilada. 1 hace referencia al extracto puro. C+: control
positivo 4-NQO. Valor de probabilidad P, respecto al control negativo (no genotoxico): *: p < 0,01,

*p>0,05,**: p>0,5,***: p>09.



