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Resumen

Titulo: Estudio del potencial fotoprotector de especies bacterianas del filo Actinomycetota®

Autor: Carlos Adolfo Pedraza Barrera?

Palabras clave: Cutibacterium acnes, Microbacterium paraoxydans, ecotipos bacterianos, tasa de
crecimiento, luz ultravioleta, fotoproteccidn, antigenotoxicidad

Descripcién: Se conoce que las actinobacterias producen diversos metabolitos secundarios con
propiedades protectoras de la piel. El objetivo de este estudio fue investigar las propiedades fotoprotectoras
y antigenotdxicas frente a los rayos UVB de extractos obtenidos a partir de cepas de Cutibacterium acnes
y Microbacterium paraoxydans. El crecimiento bacteriano se midio espectrofotométricamente y se calculd
la tasa de crecimiento maxima constante (pt) correspondiente a cada cepa. La eficacia fotoprotectora in vitro
se evalu6 mediante indices como el Factor de Proteccion Solar (FPSespectroforométrico) Y 1a longitud de onda
critica (Ac). También se evalud la antigenotoxicidad UVB mediante el SOS Chromotest. Se utiliz6 el
andlisis de correlacion para examinar la relacion entre el FPSespectroforométrico, 12 CONcentracion del extracto y
los estimados de Inhibicion de la Genotoxicidad (%IG). Entre las cepas estudiadas, nueve mostraron una
eficacia de fotoproteccion UVB media (15,0 < FPSespectrofotométiico < 29,9) y una mostré eficacia de
fotoproteccion UVB baja (6,0 < FPSespectroforomeétrico < 14,9). Todas mostraron fotoproteccion de amplio
espectro (Ac > 370 nm). Se constatd dos ecotipos de C. acnes con tasas de crecimiento diferentes; pero los
metabolitos protectores de sus extractos se produjeron sin influencia de la tasa de crecimiento. La eficacia
fotoprotectora dependi6 de la concentracion del extracto y estuvo correlacionada con su antigenotoxicidad.

Se demostré que los extractos de C. acnes y M. paraoxydans pueden ser fuente de ingredientes de

protectores solares que reducen la genotoxicidad inducida por los rayos UVB.

1- Trabajo de Grado

2- Facultad Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. PhD. en Ciencias Agricolas.
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Abstract

Title: Study of the photoprotective potential of bacterial species of the phylum Actinomycetota. *
Author: Carlos Adolfo Pedraza Barrera?

Keywords: Cutibacterium acnes, Microbacterium paraoxydans, bacteria ecotypes; growth rate; ultraviolet
light; photoprotection; antigenotoxicity

Description: Actinobacteria are known to produce a variety of secondary metabolites with skin-protective
properties. This study aimed to investigate the photoprotective and antigenotoxic properties against UVB
of extracts obtained from Cutibacterium acnes and Microbacterium paraoxydans strains. Bacterial growth
was measured spectrophotometrically and the constant maximum growth rate () value to each strain, were
calculated. In vitro photoprotection efficacy was evaluated using in vitro indices such as Sun Protection
Factor (SPFspectrophotometric) @nd critical wavelength (Ac). UVB-antigenotoxicity was also evaluated using the
SOS Chromotest. Correlation analysis was used to examine the relationship between SPFspectrophotometric and
extract concentration and the %GI estimates. Among the studied strains, one showed low (6.0 <
SPFspectrophotometric < 14.9) and eight showed media (15.0 < SPFspectrophotometric < 29.9) UVB photoprotection
efficacy. All of them resulted in broad-spectrum (UVA-UVB) photoprotection (Ac > 370 nm). In total, two
C. acnes ecotypes with different growth rates were evidenced, but the protective metabolites in the extracts
were produced without the influence of growth rate. Photoprotective efficacy depended on the extract

concentration and was correlated with antigenotoxicity. We demonstrated that C. acnes and M.

paraoxydans extracts can be used as sunscreen ingredients that reduce UVB-induced genotoxicity.

1- Degree Work

2- Faculty of Sciences. School of Biology. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. PhD. in Agricultural Sciences
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Introduccion

La fotoproteccion es una estrategia preventiva para proteger la piel humana contra los rayos
solares y evitar el cancer y el fotoenvejecimiento (Islami et al., 2020). Los rayos UV de la luz solar
que llegan a la superficie de la Tierra, como los ultravioleta A (320-400 nm) y los ultravioleta B
(280-320 nm), causan dafios en el ADN (por ejemplo, dimeros de ciclobutano pirimidina), que
inician procesos inflamatorios y cancer de piel (Ganesan & Hanawalt, 2016; Schuch et al., 2017).
El uso de protectores solares es una de las estrategias mas populares en fotoproteccion (Guan et
al., 2021). Los protectores solares contienen compuestos que acttan como filtros, absorbiendo o
refractando la radiacion UV (Jansen et al., 2013). Las propiedades relevantes de los filtros solares
inorganicos (por ejemplo, 6xido de zinc y dioxido de titanio) y organicos (por ejemplo, derivados
de la oxibenzona) utilizados comercialmente, han sido ampliamente revisadas (Yeager & Lim,
2019; Young et al., 2017).

Los microorganismos son una fuente poco explotada de productos naturales con potencial
fotoprotector (Gabani & Singh, 2013). Los pigmentos producidos por diferentes clases
microbianas han mostrado efectivas propiedades fotoprotectoras (Gao & Garcia-Pichel, 2011),
siendo las Actinobacterias un grupo microbiano con alto potencial para este fin (Albarracin et al.,
2016; Rasuk et al., 2017; Sanchez-Suérez et al., 2020). Entre la amplia diversidad de
Actinobacterias, Cutibacterium acnes (basénimo: Propionibacterium acnes) (Scholz & Kilian,
2016) es uno de los principales residentes de la piel humana cuya interaccion con otros patégenos
microbianos (por ejemplo, Staphylococcus epidermidis) es esencial para el mantenimiento de una
piel sana (Christensen & Briiggemann, 2013). Estas especies bacterianas son fundamentales para

prevenir la colonizacion de otros patdgenos nocivos, aunque también pueden actuar como
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patdgeno oportunista (por ejemplo, filotipo 1AL asociado al acné) en el acné vulgar (Claesen et al.,
2020; Dréno et al., 2018). Cutibacterium acnes modula la secrecion de IL-10 en células de
linfocitos T cooperadores (Contassot & French, 2018) y produce enzimas que degradan sustancias
derivadas de la piel (Briggemann, 2005; Patrick & McDowell, 2015), lo que influye positivamente
en la viabilidad de monocitos y queratinocitos expuestos a estrés oxidativo (Allhorn et al., 2016;
Andersson et al., 2019). El &cido propionico (o propionato), el principal metabolito de la
fermentacion de C. acnes (Christensen & Briiggemann, 2013), tiene propiedades antimicrobianas
(Nakamura et al., 2020), revierte los efectos oxidativos de la radiacion ultravioleta (UV) (Souak
et al., 2021), inhibe la hiperpigmentacién o melanogénesis inducida por radiacién UV en la piel
de raton (Kao et al., 2021) y regula las propiedades inmunotolerantes en células B humanas (Tian
et al., 2022). Todas estas propiedades demuestran que los metabolitos lipofilicos producidos por
C. acnes modulan diferentes vias implicadas en el mantenimiento de una piel sana, y estas
moléculas podrian utilizarse para la preparacion de protectores solares cosméticos polifuncionales
utiles para la proteccion de la piel humana. Por otra parte, la especie Microbacterium paraoxydans
es otra Actinobacteria inicialmente aislada de sangre de pacientes humanos con Leucemia
(Laffineur et al., 2003). Estudios recientes mostraron que esta especie produce pigmentos con
potencial fotoprotector; mostrando una estrecha relacion entre la produccion del pigmento y la
radio-resistencia de la especie (Reis-Mansur et al., 2019).

Aungue C. acnes y M. paraoxydans fueron descritas originalmente como un residente de
la piel y sangre humana, respectivamente, estudios mas recientes han identificado estas especies
en habitats del subsuelo profundos como mantos de carbon (Guo et al., 2012; B. Liu et al., 2019)
y volcanes de lodo (Yakimov et al., 2002; Yang et al., 2012). Se desconoce el papel de C. acnes y

M. paraoxydans en tales habitats, pero la naturaleza metanogénica de estos habitats sugiere que C.
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acnes podria participar en la biodegradacién de ligninas en compuestos que son sustratos para la
metanogenesis (Tamamura et al., 2016).

Un estudio anterior aislé, caracterizd y conservé cepas especificas de C. acnes y de M.
paraoxydans nativas de habitats subsuelo profundo en Colombia (Fuentes et al., 2023). El objetivo
del presente trabajo fue el siguiente (i) establecer las curvas cinéticas de crecimiento de los
ecotipos de C. acnes y de M. paraoxydans, asi como, el procedimiento para producir extractos
bacterianos, (ii) evaluar la capacidad de absorcion de radiacién UV de los extractos obtenidos a
partir de la cepa C. acnes mediante indices de eficacia de proteccion in vitro (FPS invitro y Ac), (iii)
evaluar la propiedad antigenotoxicidad de estos extractos mediante el SOS Chromotest, y (iv)
estudiar la correlacion entre la eficacia de proteccion UVB in vitro (FPS initro) Y las estimaciones

de antigenotoxicidad de estos extractos bacterianos.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Identificar bacterias del filo Actinomycetota con propiedades protectoras frente al dafio

genotdxico producido por la UVB.

1.2 Objetivos Especificos

- Evaluar la absorbancia de los extractos bacterianos en el rango espectral UV mediante el
método espectrofotométrico.

- Determinar la eficacia fotoprotectora de los extractos como filtros solares usando
diferentes métodos in vitro de proteccion solar.

- Evaluar la genotoxicidad de extractos bacterianos usando el ensayo SOS Chromotest.

- Estimar el potencial antigenotoxico de los diferentes extractos bacterianos frente a dafio
inducido al ADN por radiacion UVB mediante el ensayo SOS Chromotest.

- Relacionar los resultados de la eficacia fotoprotectora con los estimados de inhibicion de

la genotoxicidad inducida por radiacion UVB.
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2. Métodos

2.1 Cepas bacterianas, cultivo y confirmacion de identidad

Se estudiaron diez cepas bacterianas obtenidas a partir de muestras de minas de carbon y
volcanes de lodo, que se conservan en la coleccion microbiana "Cepario LMMA-UIS
(https://doi.org/10.15472/ug6pal) (Tabla 1). Las cepas criopreservadas de la coleccidn se activaron
cultivandolas en medio liquido RCM (Oxoid, Basingstoke, Hampshire), durante 5-7 dias a 37 °C
y en condiciones anaerdbicas (5% CO-) en una incubadora Midi 40 (Thermo Scientific, Waltham,
EE. UU.). Su pureza se comprob6 mediante tincion de Gram.

Para confirmar su identidad, se realizaron extracciones de ADN de cultivos bacterianos
siguiendo la metodologia propuesta por Liu (2009), y su calidad y concentracion, se comprobaron
con un espectrofotometro. La amplificacion del gen 16S rRNA bacteriano se realizé utilizando
cebadores universales forward 530F (5 -GTCCCAGCMGCCGCGG- 3) y reverse 1490R (5 -
GGTT ACCTTGTT ACGACTT-3) (Wani et al., 2006). La mezcla de reaccion (25 uL) fue la
siguiente: 2,5 uL de tampon 10X, 6,2 uL. de ANTP (2 mM), 0,4 uL de cada cebador (100 uM), 0,4
uL de DreamTaq™DNA Polymerase (Fermentas, EE. UU.), 5 uL de ADN molde (5 ng/uL) y 10,1
uL de agua destilada. La amplificacion se realiz6 utilizando un termociclador MasterCycler ®Pro-
Realplex4 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Tras un paso inicial de desnaturalizacion de 3
minutos a 94 °C, se realizaron 35 ciclos de PCR, cada uno de ellos consistente en 45 s a 94 -C, 1
min a 55 °Cy 1 min a 72 C, finalizando con una extension a 72 °C durante 5 min. Los productos
de la PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 0,8% (p/v) que contenia colorante de ADN EZ-
Vision (Amresco, Solon, Ohio, EE. UU.), y las imagenes se registraron con un sistema de imagenes

DigiGenius (Syngene, Maryland, EE. UU.). Los productos amplificados se purificaron utilizando
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PCR Clean-Up Systems (Promega Corp, Wisconsin, EE. UU.) y se secuenciaron utilizando el
método de Sanger, el analizador genético Hitachi 3500 de Applied Biosystems (Thermo Fischer
Scientific, Massachusetts, EE. UU.) y los protocolos del fabricante. Cada muestra se secuencié al
menos dos veces utilizando amplicones directos e inversos.

Las secuencias parciales de ARNr 16S se alinearon primero para determinar las regiones
informativas y descartar los extremos de secuencia con variabilidad erronea utilizando el programa
BioEdit VV7.2.5 (T. Hall, 1999). Las secuencias editadas se compararon con las almacenadas en la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (ww.ncbi.nlm.nih.gov).
Se aplicé el algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990) para identificar las secuencias de especies
mas cercanas.

Las asignaciones de secuencias taxondmicas se realizaron utilizando valores de identidad

minimos del 98,7% (Stackebrandt & Ebers, 2006).

2.2 Cinética de crecimiento bacteriano

Se sembraron cultivos puros por triplicado en medio RCM fresco para establecer la cinética
de crecimiento de cada cepa bacteriana en condiciones anaerobias, sin agitacion a 37°C en una
incubadora MLW (Wolfsburgo, Alemania). La densidad dptica de los cultivos a 600 nm (DOeoo)
se midié a intervalos de 24 horas durante 7 dias, en una cubeta de cuarzo utilizando un
espectrofotometro Multiskan GO (Thermo Scientific). Los valores medios de DOegoo para cada
tiempo de cultivo evaluado se trazaron utilizando la plataforma R (http://www.R-project.org).
Ademas, los valores medios de DOsgoo correspondientes a la fase exponencial de crecimiento de
cada cepa se utilizaron para calcular los valores de la tasa de crecimiento maxima o constante (L)

de la siguiente manera:
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w(h™) = In(N;/No) / (t; — to) = InN; — InN, / t; — tg
donde Niy No son el crecimiento celular (DOsoo) en los tiempos i y cero, respectivamente
(Hall et al., 2014).
Por lo tanto, el aumento del numero de células es una funcién exponencial del tiempo. El

valor u promedio se calculo de la siguiente manera:

n
Umax = Z .ui/n
i

donde i es la tasa de crecimiento a i-ésimo intervalo a partir de la fase de curva lineal y n
es el nimero de intervalos.
Dado que:
Hmax = In2/g

el tiempo de generacion (g) fue el siguiente:

g = 0;693/.umax

Para cada especie bacteriana, el tiempo de generacion medio (gave) fue el siguiente:

n
Yave = z gi/n
i

donde g; es el tiempo de generacién en la cepa i, n es el nimero de cepas. El valor medio
de pn en cada cepa y sus errores estandar correspondientes se trazaron utilizando el programa

Growthcurver (Sprouffske & Wagner, 2016) en la plataforma R (http://www.R-project.org).
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2.3 Obtencion de extractos bacterianos

Los cultivos microbianos (50 mL) se cultivaron hasta la fase estacionaria en frascos de
vidrio durante 7 dias. Los cultivos se transfirieron a tubos conicos de plastico, se trataron con
ultrasonidos durante 1 h a 25 »C utilizando un baiio ultrasénico E + EP30 H (Elmasonic, Amazon,
EE. UU.), y se centrifugaron a 5000 g durante 10 min en una microcentrifugadora modelo 5424R
(Eppendorf Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Finalmente, los sobrenadantes (~50 mL) se filtraron
utilizando filtros Millipore de 0,22 um (Millipore, Burlington, Massachusetts) y se liofilizaron en
viales de vidrio utilizando un liofilizador de bandeja Advantage Plus (Virtis Co., NY, EE. UU.).
Los extractos liofilizados se pesaron, se disolvieron en 5 mL de agua destilada (p/v) y se
almacenaron en un congelador Thermo Scientific ®Series-86 DEG C (Thermo Scientific). Se

determind la concentracidén (mg/mL) de cada extracto liofilizado.

2.4 Analisis espectrofotométrico de los extractos bacterianos

Las mediciones de los espectros de absorbancia UV (entre 200 y 400 nm) de las
concentraciones de extracto bacteriano (0,003-10,41 mg/mL) se realizaron utilizando la funcion
Skanlt 3.2 de un espectrofotdémetro Multiskan GO (Thermo Scientific). Las mediciones de
absorbancia de las soluciones (1,5 mL) se realizaron por triplicado en una cubeta de cuarzo
(Hellma Analytics, ASchaffenburg, Alemania) con las siguientes especificaciones: grosor del
vidrio (1,5 mm), longitud (5 cm), anchura (1 cm), profundidad (1 cm) y capacidad o volumen total
(3,5 mL). En todos los casos, el medio RCM preparado a diluciones equivalentes de extracto
bacteriano se utilizo como blanco para las mediciones. Los valores medios de absorbancia
obtenidos para el rango espectral UV y sus correspondientes errores estdndar se trazaron

considerando un paso de A = 10 nm y utilizando la plataforma R (http://www.R-project.org).
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2.5 Determinacion de la eficacia fotoprotectora in vitro
Para cada extracto bacteriano, la eficacia fotoprotectora UVB se estimo utilizando el factor
de proteccidn solar (FPS in vitro) descrito por Sayre et al. (1979) y simplificado por Mansur et al.

(1986) como sigue:

320
FPSespectrofotométrico =FC = Z EE) 1) x A(D)

290

donde EE(L) es el espectro de efecto eritematoso a la longitud de onda A, I(A) es la
intensidad solar (irradiancia) a la longitud de onda A, A(A) es la absorbancia de la solucién de
extraccion determinada por espectrofotometria UV a una longitud de onda (1), y FC es el factor
de correccion (FC = 10). Los valores de EE(A) x I son constantes (Sayre et al., 1979). La eficacia

protectora de amplio espectro se determiné calculando la longitud de onda critica (Diffey, 1994):

AC 400
AC = JA(A)dA=0.9 J A dA
290 290

donde A(L) es la absorbancia a la longitud de onda A, Ac es la longitud de onda critica (nm)
y d A es el paso de longitud de onda (1 nm). Los valores de FPSespectrofotométricos S Clasificaron en
categorias segun las directrices de la Asociacion Europea de Cosmética y Perfumeria (COLIPA,
2011) de la siguiente manera: sin proteccion (0,0 < FPSin viro < 5,9), baja proteccion (6,0 <
FP Sespectrofotometrico < 14,9), proteccion media (15,0 < FPSespectrofotométrico < 29,9), proteccion alta

(30,0 < FPSespectrofotométrico < 59,9) y proteccion muy alta (FPSespectrofotométrico > 60,0). Para la
proteccion de amplio espectro, se consideraron los extractos con valores de eficacia protectora
(FPSespectrofotométrico > 15, Ac > 370 nm) de acuerdo con la normativa de la Food and Drug

Administration (FDA, 2011; Lionetti & Rigano, 2017).
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2.6 Fotoestabilidad de los extractos bacterianos

Para determinar la fotoestabilidad de los extractos bacterianos, estos se irradiaron con
diferentes dosis de radiacion UVB. En cada caso, se coloco 1 mL de la solucion con la mayor
concentracion del extracto en placas Petri de 9 cm de didmetro para obtener una capa de ~1,1 mm
de espesor. La irradiacion se realiz6 en una cdmara de irradiacion UVA (320-400 nm) / UVB (280-
315 nm) BS-02 (Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH, Alemania); equipada con un controlador de
radiacion UV-MAT de la misma casa comercial. Funcionando al 100% de intensidad, las lamparas
UVB de la camara de irradiacion tienen una irradiancia de 4 Mw/cm?. Las dosis de radiacion UVB
aplicadas son dosis minimas de eritema (MDE) en humanos segun la escala cutanea de Fitzpatrick
(Valbuena et al., 2020). Estas fueron las siguientes: Tipo | (0,035 J/cm? = 350 J/m?), Tipo 11 (0,056
Jlem? = 560 J/m?), Tipo 11l (0,070 J/lcm? = 700 J/m?) y Tipo IV (0,084 J/cm? = 840 J/m?). La
fotoestabilidad relativa de los extractos se expresé como el porcentaje de eficacia (FEuvg) del

FP Sespectrofotometrico tras la exposicion a la radiacion UVB y se calculé como sigue:

_ FPSdespués de irradiacion

Eyyp = % 100

FPSantes de irradiacion

(Mejia-Giraldo et al., 2016).
2.7 Pruebas de genotoxicidad de los extractos bacterianos

Antes de estudiar la antigenotoxicidad de los extractos bacterianos, es necesario determinar
si son genotoxicos en el modelo de estudio. El ensayo SOS Chromotest (Quillardet et al., 1982) se
efectud utilizando la cepa Escherichia coli PQ37 (F thr leu his-4 pyrD thi galE galK o galT lac
AUI169 sri300::Tnl0 rpoB rpsL rfa trp::Muc + sfid::Mud(Ap, lac) cts.), que se cultivo durante la

noche en medio Luria-Bertani (Amresco) suplementado con ampicilina (50 pg/mL) y tetraciclina
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(17 pg/mL), a 37 °C con agitacion (300 rpm) en un incubador MaxQ 4450 (Thermo Scientific). A
continuacion, el cultivo se diluyd en medio fresco y se cultivd en las condiciones experimentales
descritas anteriormente hasta que alcanz6 una densidad dptica de 0,4 a 600 nm. El cultivo en fase
exponencial se diluy6 10 veces en medio fresco y se dispenso (150 pL) en tubos de microcentrifuga
que contenian volimenes iguales de soluciones con concentraciones dobles de los extractos que
se iban a analizar (0,003-10,41 mg/mL). Las suspensiones se incubaron durante 30 min a 8 °C para
la incorporacion del extracto a la célula, y después durante 2 h a 37 °C para la recuperacion celular
y la induccion del gen reportero (B-gal). Cada tratamiento se prob6 por triplicado, y se incluyeron
controles negativos (agua destilada) y positivos (2,34 uM de 4-nitro-quinolina-1-6xido-4NQO)
para la genotoxicidad. Los ensayos de f-galactosidasa (BG) y fosfatasa alcalina (FA) se realizaron
en microplacas Brand de 96 pocillos (Wertheim, Alemania) segun lo descrito por Quintero et al.
(2017). Las actividades PG y FA se calcularon mediante la siguiente relacion: unidades
enzimaticas = (1000 * DO 420) / t, donde OD 420 es la densidad optica a A= 420 nm y t es el tiempo
de incubacién (min) con el sustrato (o-nitrofenil-p-D-galactopirandsido [ONPG] o p-nitrofenil
fosfato disddico [PNPP]). La relacion R = BG/AP refleja la induccién del gen sulA, aunque haya
una inhibicion de la sintesis de proteinas. El criterio de genotoxicidad utilizado fue el factor de
induccion SOS (1), que representa la induccién normalizada del gen sulA en cada tratamiento; por
lo tanto, se considerd una medida indirecta del dafio primario del ADN (genotoxicidad) inducido
por los tratamientos. Este parametro se calculo como | = Rt/ Rnt, donde t y nt son células tratadas
y no tratadas, respectivamente. Las muestras se clasificaron como no genotoxicas si | < 1,5, no
concluyentes si | estaba entre 1,5 y 2,0, y genotdxicas si | > 2,0; asi como, la existencia de una

relacion clara entre la concentracion y el dafio genético (Cediel Becerra et al., 2022).
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2.8 Ensayo de antigenotoxicidad de los extractos bacterianos

Se realiz6 un ensayo de antigenotoxicidad utilizando el procedimiento de coincubacion
(Fuentes et al., 2006). Las células se trataron simultaneamente con los extractos bacterianos y 10
J/m? de radiacion UVB y se cultivaron durante 2 h a 37 »C con agitacion (300 rpm), utilizando una
incubadora Thermomixer (Eppendorf). Cada ensayo incluyd siempre controles negativos (agua
destilada) y positivos (10 J/m? de radiacion UVB) de genotoxicidad. Se realizaron un minimo de
cuatro experimentos independientes por tratamiento. Las actividades PG y AP se ensayaron como
se indica en la seccién anterior. La antigenotoxicidad (la capacidad del extracto para proteger
contra la genotoxicidad inducida por la radiacion UVB) se midié como una reduccidn significativa
del factor de induccién (I) en el tratamiento de coincubacion y se expresé como porcentaje de
inhibicion de la genotoxicidad: %IG = 1 - (let - Int / luvs - Int) * 100, donde It es el factor de
induccion SOS en el procedimiento de coincubacion; Int es el factor de induccion SOS en las
células no tratadas, e luvs es el factor de induccion SOS en las células tratadas con UVB. Los
valores negativos de %IG se consideraron cero; por tanto, este parametro oscilé entre un minimo
de 0% y un méaximo de 100%. La concentracion minima que produjo una inhibicion de la
genotoxicidad (CGI) significativa (p < 0.05) en las células PQ37, se utiliz6 para comparar el
potencial antigenotdxico de los extractos.
2.9 Andlisis estadistico

Se calcularon los valores de DOeoo, FPSespectrofotométrico, Ac, FEuve, I, y %IG y sus
correspondientes errores estdndar. En todos los casos, los datos superaron las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y F-maximo para la normalidad y la homogeneidad de la varianza,
respectivamente; por lo tanto, pruebas paramétricas se utilizaron en el analisis a posteriori de los

datos. Cuando se obtuvo un valor F significativo en un anélisis de varianza unidireccional
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(ANOVA), los grupos se compararon posteriormente mediante la prueba de Tukey. Se utilizo el
analisis de correlacion de Pearson para examinar la relacion entre la concentracion de los extractos
bacterianos, el indice FPSespectrofotométrico Y 10S Valores de %IG. Para todos los analisis estadisticos,
se considero p < 0,05. Todos los analisis se realizaron utilizando la plataforma R (http://www.R-

project.org).

3. Resultados
3.1 Identificacion de cepas bacterianas
Las secuencias del gen 16S rRNA microbiano con una cobertura de consulta BLAST del
100% y un valor de identidad superior al 80% se depositaron en la base de datos GeneBank con
los numeros de acceso indicados en la Tabla 1 y se compararon con las secuencias de las especies

en el NCBI.
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Tabla 1

Lista de cepas bacterianas utilizadas en el estudio

24

Se indicaron los codigos de la coleccion de cultivos y de la base de datos de secuencias del NCBI,

asi como informacion sobre la identidad de las secuencias.

Origen

Cddigo
Coleccion

Asignacion
taxonémica
(codigo NCBI)

Tamafo de
secuencias

(pb)

Secuencia
NCBI ¥

Identidad*
(%)

Mina de
Carbon,
Cundinamarca
Colombia

UIS0050

UIS0065

U1S0066

U1S0068

UIS0069

uUIS0070

Cutibacterium
acnes
(MT178133.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178134.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178135.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178136.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178137.1)
Microbacterium
paraoxydans
(MT178143.1)

788

846

898

938

800

919

CP044255.1

CP044255.1

CP044255.1

CP044255.1

CP044255.1

LT629770.1

98.90%

99.18%

99.89%

100.0%

99.25%

99.78%

Volcanes de
Lodo,
Cordoba
Colombia

U1S0209

UiS0210

uUiS0211

uUiS0212

Cutibacterium
acnes
(MT178139.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178140.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178141.1)
Cutibacterium
acnes
(MT178142.1)

859

957

900

980

CP044255.1

CP044255.1

CP044255.1

CP044255.1

98.84%

98.75%

99.67%

99.29%

Las asignaciones de secuencias de taxones se realizaron utilizando valores minimos de identidad del

98,7%. (Stackerbrandt and Ebers 2006).

+: La mejor secuencia genomica completa coincidente encontrada en la base de datos del NCBI.
i: La identidad se refiere al porcentaje de coincidencias con la secuencia alineada de la base de datos

NCBI.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT178133.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZN0PRNFA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT178134.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZN1KUPWF013
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Este andlisis demostr6 que nueve secuencias de cepas bacterianas (MT178133.1-
MT178142.1) tenian valores de identidad entre el 98,75% y el 100,0% con la secuencia de C. acnes
ATCC-6919 (CP044255.1). En resumen, las cepas bacterianas nativas de ambientes

subsuperficiales (minas de carbén y volcan de lodo) corresponden a la especie C. acnes.

3.2 Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas

La cinética de crecimiento de las cepas de C. acnes y M. paraoxydans se muestra en la Fig.
1. Las curvas de crecimiento de C. acnes presentaron un crecimiento bifasico con diferencias de
ajuste para las cepas que habitaban en entornos de minas de carb6n (U1S0050-U1S0069) y volcanes
de lodo (U1S0209-U1S0212). La fase lineal de estas curvas de crecimiento (Y = a - bx) nos permitio
calcular tasas de crecimiento especificas (umax) con valores para las cepas de las minas de carbdn

entre 0,003 y 0,006/h.

Figural

Cinética de crecimiento de los ecotipos 1 (A) y 2 (B) de C. acnes y de la cepa de M. paraoxydans

(©)
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El tiempo de generacidn (g) de estas cepas bacterianas se situd entre 115y 231 h, con un
valor medio de 178 £+ 57 (Tabla 2). Esto indicé una tasa de crecimiento constantemente baja para
el C. acnes ecotipo 1 que habita en las minas de carbén. En cambio, las tasas de crecimiento (pmax)
para las cepas de volcanes de lodo resultaron con valores entre 0,011 y 0,020/h, lo que fue un orden
decimal superior al observado en las cepas de las minas de carbon. Para las cepas C. acnes ecotipo
2 de volcanes de lodo, los tiempos de generacion (g) oscilaron entre 34 y 63 h, con un valor medio
de 48 + 9. Este valor fue 3,7 veces mayor que el de las cepas de la mina de carbén. Los valores
umax de los ecotipos de C. acnes fueron practicamente constantes durante la fase lineal, y sus limites
de confianza se muestran en la figura suplementaria S1. Los rendimientos del extracto liofilizado
para el ecotipo 1 de C. acnes de la mina de carbén se situaron entre 112 y 312 mg/mL; sin embargo,
los rendimientos fueron consistentemente menores en el ecotipo 2 de C. acnes del volcan de lodo
(25-150 mg/mL). Por lo tanto, el rendimiento del extracto en estas cepas de C. acnes no estuvo

relacionado con sus tasas de crecimiento.
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Tabla 2

Lista de indices de crecimiento

Se indican la tasa méxima de crecimiento (umax) con su error estandar (EE) y el tiempo medio de
generacion (g) de cada cepa bacteriana. También se indican los rendimientos de extracto liofilizado

(YY) obtenidos para cada cepa.

Cadigo Coleccién  Funcion lineal R pumax £ EE g (h) Y (mg/mL)
UIS0050 Y =-0.0001x + 0.0191 0,279  0.005+ 0.001 138.6 151+ 90
U1S0065 Y =-8E-05x + 0.0149 0,212  0.003 +£0.002 231.0 185+ 84
U1S0066 Y =-0.0002x + 0.0282 0,370  0.004 £ 0.001 173.2 312 £269
U1S0068 Y =-8E-05x + 0.0149 0,212  0.006 + 0.003 115.5 148 + 40
U1S0069 Y =-0.0004x + 0.0537 0,369  0.003 +0.002 231.0 112 +114
U1S0209 Y =-0.0002x + 0.0257 0,641 0.011+0.008 63.0 116 + 87
U1S0210 Y =-0.0002x + 0.0265 0,773  0.017 £0.008 40.8 150 + 100
Ul1S0211 Y =-0.0002x + 0.0296 0,685 0.020+0.011 34.6 73+52
uUl1S0212 Y =-0.0002x + 0.0253 0,916  0.013+0.006 53.3 25+81
U1S0070 Y =-0.0003x + 0.045 0,626  0.018 + 0.003 51.7 2715

Por su parte, la curva de crecimiento de la especie cepa M. paraoxydans fue claramente
exponencial con valores de pmax = 0.018 + 0.003 y con un tiempo de generacion de

aproximadamente 52 h.

3.3 Eficacia fotoprotectora y fotoestabilidad de los extractos bacterianos

Los espectros de absorbancia UV correspondiente a los extractos de las cepas bacterianas
estudiadas, se muestran en las Figuras 2, 3 y 4. En todos los casos, se observaron altos niveles de
absorbancia a lo largo del espectro UV con picos de absorbancia prominentes a A de 240, 280, 290
y 360 nm, que dependen de la concentracion de los extractos de las cepas bacterianas y de la

especie.
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Figura 2

29

Espectro de absorbancia UV-VIS de extractos obtenidos a partir de cepas de C. acnes (ecotipo

1). Las barras de error indican el error estdndar de la media de al menos tres experimentos

independientes (n = 3).

Absorbance

Absorbance

Absorbance Spectrum
UIS0050

2. AR
Pu® ey 1Ty

/ . omeE

x. g 4 é:' g,

T £y & B,

o s e Km X [N ELE‘E.

Y. N A T S N s
& | 4 S ! A, B.g.
f oA Y Ben B
N s Ay sag
R R . -0

-8
A
- Bt
©-0-6¢ B,
ot N A A T T s
Krxme il eeseage

‘,;’ . . ;" 4},"
e A . - S

200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Absorbance Spectrum

uIsoes
BN
A AT e
e o LN
e P \X. =
¥ A .
/ ;' o N
. dQ‘ § *\\& =y
! B s
i A a S
B | Mo KmX=R e H A =
e xj_@ ,3*\/ "'\0\ Aen E‘EV_E
g | HEA [N S oy =
N R ] A N
LAV Saktar s tT B Teess “as
. A . * oo h
Qo «W & XX 5t g, o S oon
MR ety T rGrraeess
200 250 300 350 400

Wavelength (nm)

[mg/mL]
0.020
0.039
0.078
0.157
0.314
0.628

- 1.255

- 251

- 5.021

§ b b ok

[mg/mL]
0.024
0.048
0.097
0.193
0.386
0.773

- 1.546

- 3.001

- 6.183

§ b b ok



ESTUDIO POTENCIAL FOTOPROTECTOR DE ACTINOMYCETOTA

Absorbance Spectrum

UIS0066
4]
31 »
N
& Moy &xﬂ i X
! BTN LN
3 / AR ",
c Y =,
_g iy A ES =
= 21 N b
o LS
g ! s‘s a
% G‘e.& B,
% *s R
I EY Y
1 ﬁ X A
%
T e
T N
v 7 = X Ko g * 3
Vg —— % .
N 7
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)
Absorbance Spectrum
UIso068
2]

Absorbance

200

250

300
Wavelength (nm)

350

400

[mg/mL]
0.041
0.081
0.163
0.325
0.651

- 1.302
—o- 2,603
~é&- 5206
e- 10413

[mg/mL]
0.019
0.038
0.077
0.154
0.308

* 0615

- 1.230

& 2.461
- 4921



ESTUDIO POTENCIAL FOTOPROTECTOR DE ACTINOMYCETOTA 31

Absorbance Spectrum

UIS0069
4]
3 [mg/mL]
l.FJfa'*f"é-a_ 0.015
e g i A 0.029
] e %ﬁ. s SN n'm
o] o A £ o 0.058
< * e g & 147 A m
8 \ ’ s R a Y 0.116
= 2 X /G( » & At A .
o B - PN | \&&u v+ 0233
7 f Iy
a D e e N g % 0.466
< d x & §w
?? X8 T —o- 0931
. ix !
i | N N Sa. 1862
’ : N 4 pa
agl A o A o e 3T
T ].J\_‘l v T Ba Ny - g
v N é‘ é .ra..’é,\ii: % S‘(&.}.
43 o "’?F : ,-p._,i',k;ﬁ i PR tee,
LVl 34 TR e
R
o4
200 250 300 350 400

Wavelength (nm)

Figura 3

Espectro de absorbancia UV-VIS de extractos obtenidos a partir de cepas de C. acnes (ecotipo
2). Las barras de error indican el error estandar de la media de al menos tres experimentos
independientes (n = 3)
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Figura 4
Espectro de absorbancia UV-VIS de extractos obtenidos a partir de cepas de M. paraoxydans.
Las barras de error indican el error estandar de la media de al menos tres experimentos
independientes (n = 3).
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Un resumen de los valores del FPSespectrofotométrico Calculados para las concentraciones mas
altas de cada extracto bacteriano se presentan en la Tabla 3 y los datos en extenso pueden
encontrarse en la Tabla suplementaria S1. De acuerdo con las categorias definidas en la seccién
"Meétodos", la eficacia fotoprotectora UVB (FPSespectrofotométrico) fue la siguiente: nueve extractos
bacterianos (UIS0065, UIS0066, UIS0068, UIS0069, UIS0070, UIS0209, UIS0210, UIS0211 y
UIS0212) resultaron con una proteccion media (15. 0 < FPSespectrofotométrico < 29,9); un extracto

bacteriano (UIS0050) mostr6 una proteccion baja (6,0 < FPSespectrofotométrico < 14,9).

Tabla 3
Lista de indices de fotoproteccion de los extractos evaluados
Se muestran la eficacia de la proteccion UVB (FPSin vitro), la longitud de onda critica (Ac) y los

valores del porcentaje de eficacia (Eff.) en la concentracion més alta del extracto.

cédigo Conggn- EPS Fotoestabilidad (Eff.)
Coleccion tracion in vitro he

(mg/mL) i I 1 1 v
U1S0050 11.07 119+0.1 380+0 96 100 100 100
U1S0065 12.24 16.1+£03 3800 99 100 100 95
U1S0066 16.47 204+14 3900 100 100 100 100
U1S0068 10.97 20.2+£0.8 3900 100 100 100 98
U1S0069 9.78 204 +£0.7 3900 95 96 95 98
U1S0209 9.93 194+12 390+0 100 100 100 100
uU1S0210 11.07 17.1+£05 380+0 98 95 100 100
uUl1S0211 8.50 20211 3900 97 100 100 99
ul1s0212 6.89 191+£04 3900 99 97 100 98
U1S0070 6.94 220+x21 390+£0 100 100 98 100

Los valores del FP Sespectrofotometrico mostraron una clara dependencia de la concentracion (R

=0,73, p <0,001; Figuras 5A y 6A). Los detalles de tales dependencias en cada extracto pueden



ESTUDIO POTENCIAL FOTOPROTECTOR DE ACTINOMYCETOTA 35

encontrarse en la Figura suplementaria S1. A las concentraciones mas altas probadas, todos los
extractos mostraron una eficacia protectora de amplio espectro (Ac > 370 nm). A tales
concentraciones, la fotoestabilidad de los extractos bacterianos fue consistentemente alta, luego de

su exposicion a dosis de radiacion UVB que producen eritema en los distintos tipos de piel humana.

3.4 Antigenotoxicidad de los extractos bacterianos

Antes de realizar las pruebas de antigenotoxicidad, se comprobd la inocuidad de los
extractos bacterianos en el modelo experimental SOS Chromotest. Ninguno de los extractos
bacterianos aumenté los valores de | de manera dependiente de la concentracion (Tabla
suplementaria S1); por lo tanto, estos extractos se consideraron no genotdxicos en el modelo

celular E. coli PQ37.
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Figura 5

36

Correlacion entre la eficacia fotoprotectora UVB (FPSespectrofotométrico) €ON las concentraciones de

los extractos (A) y con las estimaciones del % de 1G (B) en las especies de C. acnes.
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Figura 6

Correlacion entre la eficacia fotoprotectora UVB (FPSespectrofotométrico) €ON las concentraciones de

los extractos (A) y con las estimaciones del % de IG (B) en la cepa de M. paraoxydans.
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Todos los extractos bacterianos estudiados resultaron antigenotoxicos frente a la radiacion

UVB de forma dependiente de la concentracion (Tabla suplementaria S1). A las concentraciones
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mas altas ensayadas, estos extractos mostraron valores de %IG entre 37 y 67%; aunque la
antigenotoxicidad fue significativa a concentraciones del extracto (valores CGl) mucho més bajas
(Tabla 4). Los valores del FPSespectrofotométricos Y del %1G de los extractos bacterianos, estuvieron
altamente correlacionados (R = 0,90, p < 0.001; Figuras 5B y 6B). Es decir, a mayor eficacia
fotoprotectora UVB, menor dafio genético. Los detalles de las correlaciones para cada extracto
pueden encontrarse en la Figura suplementaria S1.

Tabla 4

Lista de indices de genotoxicidad y antigenotoxicidad de los extractos evaluados

Extractos estudiados con su nimero de coleccion (Cepario LMMA-UIS). Para la concentracion
mas alta evaluada (Cn) se muestran los valores de las concentraciones minimas que producen una
inhibicion significativa (p < 0.05) de la sintesis constitutiva de fosfatasa alcalina (CAPSI) y una
inhibicion de la genotoxicidad UV (CGI) basados en el ensayo SOS Chromotest; asi como, el

indice de antigenotoxicidad (%IG).

No. Especie (Numero coleccion) Ch(mg/mL) (Cr%F/)rilL) (Cn?gI/mL) %IG

1 Cutibacterium sp. (U1S0050) 11.07 NI 1380 37+£23
2 Cutibacterium sp. (U1S0065) 12.24 NI 005+0 4313
3 Cutibacterium sp. (U1S0066) 16.47 NI 0060 67x12
4 Cutibacterium sp. (UIS0068) 10.97 NI 004£0 61+3.2
5 Cutibacterium sp. (UIS0069) 9.78 NI 0.04+0 66£15
6 Microbacterium sp. (U1S0070) 6.94 3470 0.03+0 59+1.6
7 Cutibacterium sp. (U1S0209) 9.93 248+0 0040 59%21
8 Cutibacterium sp. (U1S0210) 111 111+0 017+x0 5320
9 Cutibacterium sp. (UIS0211) 8.5 NI 1060 54+21
10  Cutibacterium sp. (U1S0212) 6.89 0.03+0 0.05+0 40+1.3
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4. Discusion

El presente trabajo proporciona la primera valoracion de las propiedades fotoprotectoras y
antigenotdxicas de los extractos de C. acnes y de M. paraoxydans frente a los UVB. Se demostrd
que el crecimiento en condiciones anaerobicas de cepas de estas especies, producen metabolitos
utiles para la fotoproteccion. Se observaron dos ecotipos de C. acnes con diferentes indices de
crecimiento en los habitats de minas de carbon y volcanes de lodo. Tales ecotipos bacterianos
pueden ser el resultado de acontecimientos de diferenciacion adaptativa frente a la geoquimica
especifica y la disponibilidad de nutrientes en estos habitats, como se ha evidenciado previamente
en otras especies (Chase et al., 2021). Sin embargo, los extractos liofilizados obtenidos de cultivos
en fase estacionaria de estos ecotipos bacterianos mostraron una eficacia fotoprotectora similar
(Tabla 4), lo que indica que los metabolitos protectores se produjeron en la fase de crecimiento
tardia sin la influencia de la tasa de crecimiento (véanse las Figuras 2 y 3). Esta hipdtesis se ve
apoyada por el hecho de que la fotoproteccion dependié de la concentracion del extracto. Las
correlaciones entre la eficacia fotoprotectora con la concentracion (R = 0,73, P < .001) y con la
antigenotoxicidad (R = 0,90, P <.001) en los extractos de C. acnes (Fig. 4), también indicaron que
los metabolitos de fermentacion tienen funciones fisioldgicas en la proteccién bacteriana contra la

radiacion UV de la luz solar.

Existe una amplia bibliografia sobre los compuestos microbianos implicados en la
fotoproteccion contra la radiacion UV, siendo las micosporinas, los aminoacidos similares a las
micosporinas y las escitoneminas los compuestos mas estudiados (Gabani & Singh, 2013; Gao &
Garcia-Pichel, 2011; Rastogi et al., 2015; Rezanka et al., 2004; Sinha & Hider, 2008); sin

embargo, otros compuestos menos estudiados (por ejemplo, los carotenoides y la melanina)
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también se relacionaron con la radioresistencia microbiana (Gao & Garcia-Pichel, 2011). Por el
contrario, se sabe muy poco sobre las propiedades fotoprotectoras de los metabolitos producidos
por las bacterias anaerobias estrictas. Souak et al. (2021) revisaron el papel del microbioma de la
piel humana en la proteccion frente a los dafios inducidos por los rayos UV. Por ejemplo, el
comensal cutdneo Micrococcus luteus puede degradar el &cido cis-urocanico en su isoforma trans
y reducir asi la inmunosupresion inducida por los UVB (Hug et al., 1999). La bacteria de la piel
Staphylococcus epidermidis produce un compuesto, la 6-N hidroxiaminopurina, que impide
selectivamente la proliferacion de células tumorales y suprime el crecimiento celular de novo
inducido por los UV (Nakatsuji et al., 2018). Curiosamente, las cepas de C. acnes residentes en la
piel humana pueden producir porfirina, que es inhibida por la radiaciéon UVB (Wang et al., 2012);
sin embargo, aun estd por demostrarse el papel de este marcador biol6gico en la fotoproteccion
bacteriana. Las bacterias probioticas también tienen propiedades protectoras contra el dafio del
ADN inducido por los rayos UV. Por ejemplo, el &cido lipoteicoico del Lactobacillus rhamnosus
inhibe los tumores cutaneos inducidos por UVB en ratones (Weill et al., 2013). El polisacarido
acido hialurénico producido por Enterococcus durans y Lactiplantibacillus plantarum protege los
queratinocitos humanos contra la radiacion UVB (Shaheen et al., 2023). Otras bacterias probioticas
como Lactobacillus fermentum, L. johnsonii, L. lactis y Streptococcus thermophilus también
tienen compuestos metabolitos no identificados con propiedades fotoprotectoras (Acsova et al.,

2022; Guéniche et al., 2010; Park et al., 2022).

Se ha descrito que el grupo de las actinobacterias (por ejemplo, Streptomyces sp.) tiene
potencial en la fotoproteccidn por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Sanchez-

Suarez et al., 2020). Aqui hemos demostrado por primera vez que los metabolitos de los extractos
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de C. acnes pueden actuar como una molécula que filtra los rayos UV y que reduce la
genotoxicidad inducida por UVB. Aunque es bien sabido que el acido propidnico es el principal
metabolito de la fermentacion de C. acnes (Christensen & Briiggemann, 2013), en nuestro estudio,
este compuesto no mostrd propiedades de filtro UV (datos no mostrados). La resistencia a la
radiacion UVB en otras especies de Actinobacterias (por ejemplo, Microbacterium sp.) se
relaciond con la fotoproteccion por sus pigmentos carotenoides (Reis-Mansur et al., 2019); sin
embargo, esta hipdtesis aun debe evaluarse mas a fondo en el caso de la cepa de M. paraoxidans

aqui estudiada.

5. Conclusiones
Los extractos de C. acnes y M. paraoxydans aqui estudiados muestran propiedades
fotoprotectoras con la radiacion UVB, lo cual esta determinado por sus propiedades como filtro
solar y su potencial antigenotoxico. Las cepas de Cutibacterium acnes y M. paraoxydans
mostraron una eficacia protectora media, exhibieron una fotoproteccion de amplio espectro (UVA-
UVB), y resultaron foto-estables a dosis relevante para la fotoproteccion en humanos. Los
extractos de estas especies bacterianas podrian ser fuentes de ingredientes protectores solares que

reducen la genotoxicidad inducida por los UVB.
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Anexos
Tabla S1
Lista de los extractos bacterianos estudiados
Para cada extracto, se muestran los indices siguientes: Eficacia de proteccion UVB (FPSin vitro),
longitud de onda critica (Ac), factor de induccion SOS (I) y porcentaje de inhibicion de la

genotoxicidad (%IG).

Caddigo Conc.
FPSin vitro Ac It %IG

LMMA-UIS (mg/mL)

U1S0050 0 0.0+0.0 00 1.0+£0.0 0+0
0.04 0.1+0.0 27712 1.5+0.2 00
0.09 0.1+£0.0 277 %6 1.4+0.2 0+0
0.17 0.2+0.0 2800 1.6+0.2 0+0
0.35 0.4+0.0 283+6 14+0.2 0+
0.69 09+0.0 3000 1.5+0.2 00
1.38 19400 310+0 1.5+0.4 17 +
2.77 3.8+0.0 3300 1.5+0.2 24 £
5.54 7.7+00 3600 1.3+0.2 3B+
11.07 11.9+£0.0 3800 14+0.1 37+

UIS0065 0 0.0+0.0 0+0 1.0+0.0 0£0
0.05 0.1+0.0 2800 1.0+0.1 0+0
0.10 0.2+0.0 2900 1.1+0.2 0+
0.19 04+0.0 2900 1.0+0.1 0+
0.38 0.8+0.0 303+0 09+0.0 0+
0.76 1.7+£0.0 3200 09+0.2 0+
1.53 34+00 3300 0.9+0.0 12 +
3.06 7.0+0.0 343+0 0.8+0.1 21+
6.12 13.7+£0.0 3700 0.8+0.1 33+
12.24 16.1+£0.2 3800 0.8+0.0 43 £

UIS0066 0 0.0+0.0 0+0 1.0+0.0 0+
0.06 05+0.0 317+6 1.0+0.1 7+
0.13 0.7+0.0 3200 1.1+0.1 9+0
0.26 1.1+£0.0 3276 1.1+0.1 10+
0.51 2.1+0.0 3336 1.0+£0.1 22+
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1.03 43+0.0 343+6 1.1+£01 24 +
2.06 8.9+0.0 350+0 1.0+£0.0 25+
412 17.8+0.0 360+0 1.0+£0.0 33+
8.23 28.6+04 3800 1.1+£00 48 +
16.47 204+10 390+0 1.1+0.0 67
uIS0068 0 0.0+0.0 00 1.0+£0.0 0%
0.04 0.1+0.0 340+0 1.0+£0.0 16 +
0.09 04+0.0 330+0 0.9+0.0 16 +
0.17 0.7+0.0 3300 1.0+£0.0 14 +
0.34 1.5+0.0 3400 1.0+£0.0 15+
0.69 3.2+0.0 350%0 1.0+£0.0 22
1.37 6.5+0.0 360+0 1.0+£0.0 26
2.74 13.2+0.0 360+0 1.0+£0.0 30+
5.49 23.7+x0.1 380%0 1.0+£0.0 44 +
10.97 202+ 0.7 3900 1.3+0.1 61+
UIS0069 0 0.0%0.0 00 1.0+£0.0 0%
0.04 02+0.0 310+0 1.0+£0.0 4+
0.08 04+0.0 307 +6 1.1+0.0 5%
0.15 09+0.0 3100 1.0+0.0 6+
0.31 1.9+0.0 3300 1.0+0.0 6+
0.61 3.8%+0.0 340+0 1.0+£0.0 15+
1.22 7.7%+0.0 350+0 1.1+0.0 26
244 15.6+0.0 360+0 1.1+0.0 33+
4.89 243+03 3900 1.2+0.0 51+
9.78 204+0.7 3900 1.3+0.0 66
uUIS0070 0 0.0+0.0 0+0 1.0+£0.0 00
0.03 0.2+0.0 360+0 1.0+£0.0 9%
0.05 0.6+0.0 350+0 1.0+0.0 8+1
0.11 1.2+0.0 3500 1.0+0.0 8+1
0.22 24+0.0 360+0 1.0+£0.0 12 +
0.43 50%0.0 360+0 1.0+£0.0 20
0.87 10.2+0.0 360+0 1.1+£0.0 24 +
1.73 206+0.0 3700 1.2+01 26
3.47 288+0.1 3800 1.2+0.0 38+
6.94 220+0.2 3900 1.4+00 59+
uU1S0209 0 0.0+0.0 0+0 1.0+£0.0 0%
0.04 0.1+0.0 293 + 16 1.3+£0.2 6+
0.08 0.2+0.0 2900 1.0+01 6+
0.16 05+0.0 3000 1.2+0.2 4+
0.31 1.1+00 320+0 1.1+£01 4+
0.62 23%0.0 330+0 09+01 13+
1.24 4.7+0.0 340+0 1.0+£01 17+
2.48 9.8+0.0 350+0 1.0+01 21 +
4.96 18.9+0.1 3700 1.0+0.1 30+
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9.93 19.4+1.0 3900 1.1+£01 59+2
uiS0210 0 0.0+0.0 00 1.0+£0.0 0x0
0.04 0.0+0.0 280+0 1.4+0.2
0.09 0.2+0.0 287+6 1.4+03
0.17 04+0.0 2900 1.3+0.2
0.35 09+0.0 3100 1.4+£0.2
0.69 1.9+00 323+6 1.4+0.3 *
1.38 3.7+0.0 340+0 1.4+0.2 16+1
2.77 7.5+0.0 350%0 1.4+£0.2 22+1
5.53 142+0.0 3700 1.3+£0.2 29+1
11.07 17.1+04 3800 1.4+£0.2 53+2
uiS0211 0 0.0+0.0 00 1.0+£0.0 00
0.03 02+0.0 303+6 1.0+£0.0 00
0.07 0.4+0.0 303+6 1.2+0.0 0+£0
0.13 0.7+0.0 3100 1.1+0.0
0.27 1.5+£00 323+6 1.1+0.0 *
0.53 3.0+0.0 340+0 1.1+0.0 1+1
1.06 6.1+0.0 347 +6 1.1+0.0 12+1
213 12.4+0.0 360+0 1.2+01 22+2
4.25 228+0.1 380%0 1.3+0.0 33+1
8.50 201+1.0 390+0 1.6+0.0 54+2
ul1s0212 0 0.0+£0.0 00 1.0+0.0 0+£0
0.03 0.1+0.0 300+ 10 0.9+0.0 0%
0.05 0.3+0.0 307 %6 1.0+0.0 51
0.11 0.6+0.0 3100 1.1+£00 *
0.22 1.2+0.0 323+6 1.0+£0.0 10+1
0.43 24+0.0 337+6 1.1+£0.0 10+
0.86 48+0.0 347+6 1.2+0.0 11+1
1.72 9.8+0.0 360+0 1.2+0.0 14+1
3.44 18.9+0.1 377+6 1.4+00 20%1
6.89 19.1+0.3 390+0 19101 40=+1

Los valores FPSin vitro Se clasificaron en categorias segun las recomendaciones de la Comisién Europea de la
siguiente manera: sin proteccion (0,0 < FPSin viro < 5,9), proteccion baja (6,0 < FPSin viro < 14,9), protecciéon media
(15,0 < FPSin vitro < 29,9), proteccion alta (30,0 < FPSin viro < 59,9) y proteccion muy alta (FPSin viro > 60,0). Un Ac >
370 nm define una proteccion de amplio espectro. T, Los criterios de genotoxicidad fueron los siguientes: No
genotoxico (I < 1,5), no concluyente (1,5 < I < 2,0) y genotoxico (I > 2,0 y existencia de una clara relacion
concentracion-dafio genético). El control positivo utilizado en los ensayos de genotoxicidad (4-Nitro-quinolina-1-

6xido = 2,34 uM), mostro valores del factor de induccioén SOS (l) entre 7,7 - 13,2.
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Figura S1

Correlacion entre el FPS y la concentracion de cada extracto
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