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RESUMEN: Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal secretadas por bacterias. Dentro de estas
destaca nisina que posee potenciales usos en terapias antibidticas, como biopreservante de alimentos y probidticoshdambién se
descrito que nisina posee citotoxicidad sobre lineas celulares neoplasicas, pero existe poca informacién de su efeatassobre cél
tumorales sanguineas. Debido al potencial uso que presenta nisina, es relevante determinar la toxicidad que preseagashibge line
res tumorales del tipo sanguineo. Para esto, se realizaron ensayos de actividad hemolitica sobre eritrocitos humaidesdysdbrtexic
células mononucleares de sangre periférica humanas, determinandose que nisina no posee efecto citotoxico sobre estastipo de cél
normales humanas sanguineas. Se realizaron también, ensayos de citotoxicidad con lineas celulares tumorales (K562¢f fii937), con
de determinar dosis, tiempo de exposicion y selectividad en el efecto toxico de nisina sobre las células tumorales husmearsaydsst
muestran que nisina presenta actividad citotoxica sobre lineas celulares K562 y U937 a las 72 h de exposicion, a uriarcdecthtrac
png/mL, que corresponde a 100 veces la concentracion minima inhibitoria (MIC) usada para su accidn sobre bacterias. Al comparar e
efecto de nisina sobre células mononucleares de sangre periférica humanas con las lineas tumorales linfoides y mieloid@31K562
respectivamente), se observa un efecto selectivo de nisina sobre las células tumorales sanguineas.

PALABRAS CLAVE: Nisina; Citotoxicidad; Bacteriocina; Células tumorales sanguineas; Células K562 y células U937.

INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos producidos por bacted., 2005) y clasificada dentro de la clase | de bacteriocinas
rias han sido denominados en la literatura como bacteriocimeieducidas por bacterias Gram positivo (Etayssti 2015).
(Oscériz & Pisabarro, 2001; Simosisal, 2020). Estas pro- Posee 34 residuos (Fig. 1A), y presenta modificaciones post-
tefnas antimicrobianas son sintetizadas de manera ribosotradluccionales generando aminoacidos modificados como
y tienen un efecto téxico sobre otras bacterias, por lo gef@ationina y metil-lantionina (Fig. 1B) (Gross & Morell, 1971).
ral estrechamente relacionadas con la cepa productora deédaee actividad antibacteriana principalmente sobre bacterias
bacteriocina, a diferencia de los antibidticos tradicionalésram positivo y se emplea para el control de patdégenos
(Riley & Wertz, 2002). alimentarios comd.isteria monocytogeneg Clostridium

botulinum(Gao & Ju, 2008; Ibarra-Sanchetzal, 2020) y

Nisina es una bacteriocina tipo lantibiético sintetizadpara bacterias resistentes a antibiéticos c8taphylococcus

por la bacteria Gram positiioactococcus lacti§Cotteret — aureusresistente a meticilina (Szwedgal., 2014).

! Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad Autdbnoma de Chile, Santiago, Chile.

2 Facultad de Ciencias Agropecuarias y Forestales, Departamento de Produccion Agropecuaria Universidad de La Fronterhjl@emuco, C

3 Direccion de Desarrollo y Transferencia, Vicerrectoria de Investigacion, Universidad de Las Américas, Chile.

4Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud y Grupo de Quimica y Bioquimica Aplicada en Biotgnn@miélad Autono-
ma de Chile, Santiago, Chile.

Financiado por Proyecto FONDECYT 11090182 de la Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID), Chile y el ProyE&A-GEN
2019-017 de la Universidad Auténoma de Chile.

Received: 2022-07-08  Accepted: 2022-07-23

1276



SALAZAR, L.; RIVAS, E.; PAVON, A.; WIESE, G.; MANZANO, C.; ORELLANA, P.; GUTIERREZ-MORAGA, A.; CORTES-CORTES, P. & CORSINI, G.  Citotoxicidadin vitro del
polipéptido antimicrobiano nisina sobre células tumorales sanguineak.Morphol., 40(5)1276-1283, 2022.

O CHy o}

S o] Q
oy (A ~{htet s 30
1 (efie S @y @y (Rafiny  (MafSeifie HO s OH HO s OH

™
Nl [OAa)  (Mafad (Maflyshe  (AafRsaiMelilysiabd  (Aials) %1 NH;  NHp NH;  NHp
ke A % 2~
E) \
CO0H

5 (PrafGty) 5 0

iy Lantionina B-Metil-lantionina

Cihb: Dwahidrobutiing Alg = 5= Ala: Lanfonng
HsC OH o _CHs
Dfin: Dashidroalaning Abl=5= Al f-Meskiantening \ NH: L .OH
HO HaN™ ™y
A beido AminabuSsico NH: o | 0
A B Deshidrobutirina Deshidroalanina acide c-Aminobutirico

Fig. 1. Estructura primaria del polipéptido antimicrobiano nisina (A) y estructura quimica de los aminoacidos modificados post-
traduccionalmente del tipo lantionina (B).

Las bacteriocinas ejercen su accion antimicrobiangpaopiedades citotoxicas y antitumorales de nisina y determi-
través de receptores especificos localizados en la cepa s&ngue esta bacteriocina bloquea la tumorigénesis del carci-
sible, por lo tanto, es inusual observar actividad citotéxiceoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) a
sobre células eucariéticas. Sin embargo, algun&svés de un mecanismo apoptotico (Kamarejah, 2015).
bacteriocinas inhiben especificamente el crecimiento de li-
neas celulares neopléasicas. El primer reporte que describe  En relacidon con células linfoides, se ha descrito que
la inhibicién del crecimiento celular en lineas tumorales dgsina tiene actividad citotoxica sobre células Molt-4 y Jurkat
mamiferos data de 1976. En estos experimentos se utilizan un efecto independiente de la fragmentacion del DNA
ron las bacteriocinas: vivriocina 41-S, vivriocina 506(Begde et al, 2011).
pyocina P-1, pyocina I-4, colicina HSC y se determind la
accién de estas bacteriocinas sobre una linea celular de El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
fibroblasto de ratén (L60T) (Farkas-Himsley & Cheunggitotéxico de nisina sobre células tumorales sanguineas huma-
1976). Otro estudio donde se demuestra el efecto citotoxitas, en funcion de la concentracion y tiempo de exposicion.
solo sobre células tumorales es el realizado empleando
bacteriocinas producidas pbtycobacterium smegmatis
(Saito & Watanabe, 1979). MATERIAL Y METODO

Debido al potencial uso de bacteriocinas en la indus-
tria alimenticia o farmacéutica se han realizado estudios don-  Para los experimentos de citotoxicidad se emple6
de se ha evaluado su citotoxicidad, en lineas celulares humisina, producida pdractococcus lactial 2,5 % de pureza
nas (Cotteet al, 2005). El trabajo realizado con los péptidogSigma-Adrich). La concentracion inhibitoria minima (MIC)
gallidermina, daunorubicina, vancomicina, megainina | y e nisina es de 0,dg/mL sobrelLactococcus lacti€81
nisina y melittina, sobre lineas celulares de epitelio intestingddman & van der Donk, 2009). Las concentraciones em-
humanas (Caco-9, HT29), mostrd una baja citotoxicidad spleadas como MIC, MIC x 10 y MIC X 100 en los diferen-
bre células epiteliales. Esto porque la concentracién inhibitotias experimentos corresponden aj@#mL, 4pug/mL y 40
para el 50 % de la poblacion (JI7 calculada tras la exposi- ug/mL de nisina respectivamente. Nisina se preparé disol-
cion de las células a los péptidos, tiene dos 6rdenes de magi@ndo el compuesto en agua nanopura estéril, en condicio-
tud mayor a la concentracién utilizada para ejercer la activies estériles.
dad antimicrobiana (Maher & McClean, 2006).

Determinacion de actividad antibacterianala actividad

También se ha comparado el efecto citotdxico de nisimatibacteriana de nisina se determind mediante ensayo en
con la bacteriocina P40 producida Bacillus lincheniformis placa sobre césped sensible $Staphylococcus aureus
sobre células Vero encontrandose que ambas bacteriociAd€C25923. En condiciones de esterilidad, se agregaron
poseen una baja actividad citotdxica (Vauateal, 2010). 100 L de un cultivo deS. aureusen fase exponencial de

crecimiento, a 4 mL de un agar nutritivo (Difco-BD) al 0,8

Uno de los primeros reportes del efecto de nisirtd previamente fundido y estabilizado a°80 Este agar de
sobre células tumorales sdlidas fue el realizado por Redthybertura se colocé sobre una placa de Petri (@90 mm) pre-
et al. (2004), donde evaltan el efecto sobre células Hela@amente preparada con 15 mL de agar nutritivo (Difco-BD)
Por otra parte, el grupo de Jebal (2012), determind las y se esper6 a que gelificara. Posteriormente se afiadié sobre
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la placa de agar con el agar de cobertura, alicuotaglide 5Viabilidad celular mediante tincion vital con azul de

de nisina 0,41g/mL y se incubd durante 12 - 24 h a°&  Tripan. Las células se sembraron a una concentracion de 1

La actividad antibacteriana se determiné por la presenciaxd&® células/mL en placas de 24 pocillos. Se incubaron con

una zona de inhibicidn del crecimiento bacteriano en torf@oconcentraciones distintas de nisina jigdmL (valor de

a la muestra de nisina sembrada sobre la superficie del agé€), 4 pg/mL (10 veces la MIC) y 4fag/mL (100 veces la

de cobertura de la placa. Se utilizaron como control posii#C). Las células se incubaron durante 24, 48y 72 h a 37

vo 5L del antibidtico kanamicina (Km) Oldg/mLy como  °C en atmésfera de G@l 5 %. Posteriormente, se determi-

control negativo fuL de agua nanopura estéril. néd del nimero de células viables empleando el colorante
vital azul de tripan (Freshney, 2010). Para el conteo celular

Cultivo de lineas celularesPara el cultivo celular se utili- se utilizé6 un contador de células automatico (Countess®

zaron monocitos de sangre periférica (PBMC), la linea cAutomated Cell, Life Technologies, Invitrogen).

lular mieloide U937 (ATCC® CRL-1593.2™) y la linea

celular linfoide K562 (ATCC® CCL-243™). Las células seViabilidad celular mediante ensayo MTT. Las lineas

cultivaron en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagléumorales U937 y K562 se incubaron y se trataron como se

Medium (DMEM, Gibco®) con alta glucosa, L-glutaminadescribié anteriormente. La viabilidad celular se determiné

y piruvato de sodio o0 medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco®jnediante el ensayo con bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-

con L-glutamina y HEPES. Los cultivos se suplementaral) 2,5 difeniltetrazolio (MTT) (Maher & McClean, 2006).

con suero fetal bovino al 10 % (Gibco®) y penicilinalLa absorbancia se determind por espectrometria a 492 nm.

estreptomicina (Gibco®) al 1 % y se incubaron 8B2&n

atmosfera controlada con 5 % de CO Andlisis estadistico.Los andlisis estadisticos se realizaron
empleando test no paramétricos. Se realizé el test Mann

Actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos. Whitney, el test Kruskal-Wallis y un post-test de Dunn’s. Da-

Eritrocitos frescos humanos se obtuvieron a través de una procesados con el programa estadistico GraphPad Prism

centrifugacion a 3500 rpm por 10 min en un tubo de vidri®. *** Valor p < 0,0001; ** valor p < 0,005; * valor p < 0,05.

de lumen estrecho (g 2 mm). El concentrado de eritrocitos

se lavé con PBS y se centrifugd a 1000 rpm durante 8 min,

esta operacion se repitiod hasta que el sobrenadante obtem&SULTADOS

fue traslucido. Los eritrocitos se resuspendieron en PBS para

lograr una concentracion 4 % v/v. En una placa de 96 poci-

llos, se distribuyeron 1Q4L de esta solucién, en cada poci- Como primer paso se evalud la capacidad

llo y se agreg6 nisina en 3 concentraciones distintas, MEDtibacteriana de nisina sobre la bacteria Gram positivo

(0,4 pg/mL), 10 veces la MIC (4ug/mL) y 100 veces la Staphylococcus aureusmpleando la concentracién mini-

MIC (40 pg/mL). Se incubaron por 1 h a 32 y posterior- ma inhibitoria (MIC) de 0,44g/mL, documentada en litera-

mente fueron centrifugados a 1000 rpm durante 5 min. &&a (Oman & van der Donk, 2009). Los resultados de los

determind la hemoglobina libre del sobrenadante pensayos de difusion en placa muestran que nisina, a la con-

espectrofotometria a 492 nm, Como control se emple6 Tritéentracién ensayada, inhibe el crecimiento de

X-100 al 0,1 % para obtener el 100 % de hemdlisis. El ensgtaphylococcus aurebig. 2).

Yo se repitié 3 veces y siempre en triplicado. El porcenter Nisina Controles

de hemdlisis se calculé segun la siguiente formula:

Agua estéril Kanamicina

A, solucion del péptido - A, PBS
% de hemodlisis =

A, Tritén X100 - A, PBS

Actividad citotdxica sobre células mononucleares de san- :
gre periférica (PBMC) humanos.Se obtuvo 10 mL de San- Staphylococcus aureus ATCC 25923 Staphylococcus aureus ATCC 25923
gre periférica humana con EDTA, se diluyé con PBS, logra
do una razoén 2:1. Luego se realizé un gradiente de densidi@ 2. Actividad antibacteriana de Nisina mediante ensayo de di-

con Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) para la purificacidHSion en placa sob&aphylococcus auredd CC 25923. Se uti-

de células mononucleares. Se centrifugé durante 20 mifiZQ una concentracion de Qug/mL de Nisina, como controles se
1.800 rpm. Las células obtenidas se incubaron con me&irgpleo agua nanopura esteril y kanamicing:g/nL.. La activi-
' ) dad antibacteriana se determiné por la generacion de una zona de

RPMI SuDIem?n,tado con Suero F,Etal BOY'”O (FBS) al 10 o/qr‘rﬂ'libicic')n de crecimiento radial en el punto de siembra de nisina o
37°C en condiciones de saturacion de aire al &2€Q. el antibiético kanamicina.

1278




SALAZAR, L.; RIVAS, E.; PAVON, A.; WIESE, G.; MANZANO, C.; ORELLANA, P.; GUTIERREZ-MORAGA, A.; CORTES-CORTES, P. & CORSINI, G.  Citotoxicidadin vitro del
polipéptido antimicrobiano nisina sobre células tumorales sanguineak.Morphol., 40(5)1276-1283, 2022.

Para determinar si existe un efecto citotoxico difepara concentraciones de @ug/mL y 4ug/mL de nisina a
rencialin vitro de nisina sobre células sanguineas a concdas 24 h y 48 h, pero estas no alcanzaron una disminucion
traciones con significacion biolégica (1 vez hasta 100 vecdsl 20 % de la viabilidad.
el valor de la MIC), se realizaron experimentos para deter-
minar la viabilidad celular a distintas concentraciones y tiem- En las células U937 (linea tumoral mieloide) solo se
pos de incubacion. afectd la sobrevida celular a tiempos prolongados de

incubacion (72 h) con nisina, tanto en las mediciones con
Actividad citotdxica de nisina sobre células de sangre MTT como con la técnica de azul de tripan. A concentracio-
periférica. El potencial hemolitico de nisina se evalu6 aes de 4Qug/mL de nisina se obtuvo un valor promedio de
través de un ensayo de hemolisis de eritrocitos (RBC) hasbrevida celular de 63,19 11,74 (MTT) y 77,99 %t
manos. Nisina, mostrd una baja actividad hemolitica a 124,03 (azul de tripan) (Fig. 6). La disminucion de sobrevida,
concentraciones ensayadas (Fig. 3A), obteniéndose un pleterminada con azul de tripan, para concentraciones me-
medio de hemdlisis de 8,0524,21 a 4Qug/mL de nisina. nores de 4Qug/mL de nisina a las 48 h no alcanzaron una
Asi mismo, nisina no mostré efecto citotdéxico sobre PBM@isminucion del 20 % de la viabilidad.
a las concentraciones ensayadas (Fig. 3B). En cambio, se
observé un efecto en la proliferacion celular de los PBMC Los resultados muestran que en todos los casos se ne-
los que aumentaron en un 80 % con relacidn al valor casesitan concentraciones depimL (superiores a 100 veces
trol, al incubar con 4@g/mL de nisina durante 24 h. Estela MIC) para observar una muerte celular superior al 20 %.
aumento se mantuvo constante hasta las 72h de incubacion

con 40ug/mL de nisina (Fig. 4). o
(4]

0,4 pg/mL nisina
4 pg/mL nisina
40 pg/mL nisina

Triton X-100 (1%)

Efecto citotoxicoin vitro de nisina sobre lineas tumorales.
En células K562 (linea tumoral linfoide) la sobrevida o vi
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HM) de nisina, presentando una sobrevida del 80, % . so-

13,43 alas 48 h'y de 66,79249,00 a las 72 h (Fig. 5).

Similar resultado se obtuvo con gg/mL de nisina, pero "o 20 40 60 80
determinando la viabilidad con azul de tripan, encontrant Tiempos de Exposicién (horas)

se un 83,93 % 5,67 de sobrevida a las 48 h y un 56,6¥ % Fig. 4. Analisis en el tiempo de la citotoxicidad de nisina sobre
18,29 de sobrevida a las 72 h (Fig. 5). También se obsepéfulas mononucleares de sangre periférica. Se emplearon concen-
una disminucién de viabilidad, al evaluarla con azul de tripataciones de 0,4g/mL, 4ug/mL y 40ug/mL de nisina.

Eritrocitos humanos Células mononucleares
de sangre periférica

*
oy * ok ok [
150+ |
8 2004
) = n
3 e
5 1004 7 772, @ 150
§ 3
::;' ‘8 1004 = =
M 3 A=
o 32 50-
0- 0- lgllall T
0 0,4 4 40 TritonX-100 0,4 4 40 Triton X-100
(0,1%) (0,1%)
Concentracién nisina (pug/mL) Concentracién nisina (ug/mL)

Fig. 3. Actividad citotoxica de nisina sobre eritrocitos humanos (A) y sobre células mononucleares
de sangre periférica (B) a las 24 h de incubacioén. Los resultados representan el ptagBdio
Diferencias significativas se calcularon mediante Kruskal-Wallis y el post test Dunn’s (*** valor p <
0,0001; ** valor p < 0,001; * valor p < 0,05).

1279



SALAZAR, L.; RIVAS, E.; PAVON, A.; WIESE, G.; MANZANO, C.; ORELLANA, P.; GUTIERREZ-MORAGA, A.; CORTES-CORTES, P. & CORSINI, G.  Citotoxicidadin vitro del
polipéptido antimicrobiano nisina sobre células tumorales sanguineas.Morphol., 40(5)1276-1283, 2022.

Células K562

24h 48h 72h
150- 150+ 150+
w 2 ]
£ 00 2 100 o £ 1004
_E 100 s 100 % > 100
MTT k] 2 7 L
3 3 % El
g s0 3 5] /] T 5o
= * g 2
0 0.4 4 40 0 0.4 4 40 0 0.4 4 40
Concentracién Nisina pg/mL Concentracién Nisina pg/mL Concentracion Nisina pg/mL
24h 72h
o ok
Id E E E
Azul de 3 P S ? £
Tripan § % lﬁ g _§
2 w0 | 3 0 | ki
0 04 4 40 0 04 4 40 0 0.4 4 40
Concentracién Nisina pg/mL Concentracion Nisina pg/mL Concentracion Nisina pg/mL

Fig. 5. Citotoxicidad de nisina sobre linea celular K562. Las mediciones de viabilidad celular se realizaron mediantadaet&Chr
y azul de tripan después de 24, 48 'y 72 h de exposicion. Los resultados representan el pi®etiv Valor p < 0,0001 ** valor p
< 0,005, * valor p < 0,05.
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Fig. 6. Citotoxicidad de nisina sobre linea celular U937. Las mediciones de viabilidad celular se realizaron mediardadatet®thr
y azul de tripan después de 24, 48 y 72 h de exposicién. Los resultados representan elp®metfiv Valor p < 0,0001; ** valor p
< 0,005; * valor p < 0,05
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DISCUSION

Por lo general, los agentes quimioterapéuticos Un resultado interesante que se obtuvo fue el efecto
antitumorales actian sobre el ciclo celular o el control deda nisina sobre PBMC humanas, especificamente el aumento
proliferacion, en consecuencia, su efecto depende del piel nimero de linfocitos, esto probablemente debido a que
tencial proliferativo de la célula tumoral (Mitébal, 2010). los PBMC se activaron al reconocer a nisina como un
Pero también afectan a células que normalmente se divigarigeno, por la presencia de aminoacidos poco comunes
como las células de la medula Osea, las células del tractano las lantioninas. Este efecto se relaciona con lo infor-
digestivo y las células de foliculo piloso, provocando efecrado en otros trabajos, donde se ha observado el efecto
tos secundarios no deseados. Por esta razén, se realizan gretivador de la nisina, aumentando la produccion de
des esfuerzos en la busqueda de nuevos farmacos que ggarleuquina 8 (IL8) por PBMC humanas, Incluso se ha
mas selectivos, y que afecten solo a las células tumorakasgerido una actividad inmuno-moduladora de nisina, en
sin afectar a las normales. ensayosin vitro e in vivo (Kindrachuket al, 2013).

Mouritzenet al (2019), demostraron que nisina afecta

En la literatura se han descrito diversas aplicacionsmnificativamente la migracion tanto de células endoteliales
de las bacteriocinas, ya sea como antibiéticos, probitticalg vena umbilical humana como de células HaCaT pero no
preservantes de alimentos e incluso como agentafectan la proliferacion, porque disminuyen los niveles de
antitumorales. Esta Ultima aplicacion, la que se aborda @toquinas proinflamatorias, factor de necrosis tumaral
diversos trabajos desde 1976 (Farkas-Himsley & CheundNF a), interleucina 6 (IL6) e IL 8. Malaczewsle al
1976), muestra la existencia de bacteriocinas que preser(2®19) determinaron que p@/mL de nisina presenta acti-
actividad especifica antitumoral, como pyocina S2 (Abdisidad proliferativa, ya que, estimul6 la produccion de
Ali et al, 2004) y la microcina E492 (He#&t al, 2002). interleucina-1 beta (ILf3) e IL-6 y aumento el porcentaje
Este trabajo se ha concentrado en determinar la citotoxicid#elcélulas T CD4+ CD8+. Sin embargo, después del “peack”
de nisina para evaluar su potencial aplicacion como agedteestimulacion causado por la accion de nisina, las células
antitumoral, ya que esta bacteriocina ha sido autorizada gatenian disminuidas sus funciones fagociticas y estaba pre-
la FDA, en el afio 2000, para ser usada en alimentos porsgataban una disminucion en la sintesis de IL-6 (efecto de-
estatus GRAS (Generalmente reconocido como seguro).piendiente del tiempo y de la concentracion). Por lo tanto, el
concentracién inhibitoria minima (MIC) de esta bacteriocinafecto de la nisina en las células T fue probablemente una
es de 0,41g/mL sobre_actococcus lacti481 (Oman & van consecuencia de la modulacion de la actividad de las célu-
der Donk, 2009). las presentadoras de antigenos (Malaczeetsh 2019).

Para determinar la citotoxicidad que presenta la En la literatura se conoce del efecto modulador que
bacteriocina nisina, se realizaron ensagostro sobre cé- tienen los péptidos antimicrobianos sobre el sistema inmu-
lulas sanguineas humanas, midiendo la accién hemolitiva. Las3-defensinas, péptidos antimicrobianos producidos
sobre eritrocitos humanos y la toxicidad en célulggor células epiteliales humanas, desempefian un papel
mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas. inmuno-modulador, ya que atraen quimiotacticamente a las

células dendriticas y los linfocitos T de memoria, a través

Los datos obtenidos muestran que nisina es segu& la union del receptor de quimioquinas, CCR6 (Yeing
para las células sanguineas, ya que presenta un bajo patled999). También se ha determinado que la utilizacion de
hemolitico sobre eritrocitos humanos. Varios trabajos det@robidticos (cepas de.actobacillus salivariusy
minaron el poder hemolitico de bacteriocinas y mostrardractobacillus murinusislados de porcinos) mejora la res-
que algunas no son hemoliticas a las concentraciones uglilesta clinica contra la infeccién @@almonella enterica
zadas, como Megainina | (Maher & McClean, 2006) y otraserovar Typhimurium PT12 en cerdos, disminuyendo la in-
mostraron una actividad hemolitica 5 veces superior a nisi&jencia, la gravedad y el tiempo de la diarrea (Ceisal,
como el péptido P40 (Vauchetrral, 2010). Las diferencias 2007). Por otra parte, el analisis de la expresion génica en
en las toxicidades son el resultado de a los distintos mod@tobacillus plantarunWCFS1, ha determinado que los
de accion de los péptidos antimicrobianos, lo que llevagenes relacionados con la produccién de la bacteriocina
que no todos son hemoliticos. Ademas, nisina no presepténtaricina estan involucrados en el aumento de citoquinas
efecto citotdxico sobre las células PBMC humanas. Lo afit10, IL12) en monocitos (Meijerinkt al, 2010).
terior sugiere su seguridad en una eventual administracion
de nisina por via intravenosa, aunque se prefieren adminis-  El efecto selectivo de nisina sobre células tumorales
traciones por via oral. se evalu6 mediante ensayos de citotoxicidad en lineas celu-
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lares sanguineas. Los resultados muestran que nisina es t9Xi-AzAR, L.: RIVAS, E.: PAVON, A.: WIESE, G.: MANZA-
ca de manera dosis dependiente sobre las células tumorales.C.: ORELLANA, P.; GUTIERREZ-MORAGA, A.; COR-
Esto puede deberse a que nisina afectaria a las células Tft®CORTES, P. & CORSINI, G. In vitro cytotoxicity of the
tienen una alta tasa de division celular, ya que todas estamicrobial polypeptide nisin on blood tumor cellst. J.
lineas celulares tienen una tasa de divisién de alrededorMfgphol., 40(5)176-1283, 2022.

24 h, pudiendo ser efectiva solo cuando las células estan en

mitosis. SUMMARY: Bacteriocins are antimicrobial peptides of

ribosomal synthesis secreted by bacteria. Among these, nisin stands

. . out, which has potential uses in antibiotic therapies, as a food bio
Los resultados muestran un efecto citotoxico difesreservative and probiotics. Nisin has also been reported to have

rente sobre lineas tumorales linfoides (K562) en compaigotoxicity on neoplastic cell lines, but there is little information

cion a la linea celular mieloide U937, siendo mas toxias its effect on blood tumor cells. Due to the potential use that
sobre la primera. Otras bacteriocinas, como la microcimiin presents, it is relevant to determine the toxicity it presents on
E492 no presentan esta diferencia entre tipos celulares tymor ceII_Iines of the blood type. For this, hemolyti_c_activity tests
que los porcentajes de sobrevida son similares tanto p#@{e carried out on human erythrocytes and toxicity on human
una linea celular proveniente de tejido como células HepPgripheral blood mononuclear cells, determining that nisin does

como para las ceélulas de a linea RJ2.25 derivadas #fi 186E & T00E 000 A0 e e T TR CIREL P02 s
linfocitos B de sangre periférica (Hedtzal, 2002). y y

and U937), to determine dose, exposure time and selectivity in the

toxic effect of nisin on human tumor cells. These tests show that
Al comparar el efecto de nisina sobre las células safisin shows cytotoxic activity on K562 and U937 cell lines at 72 h

guineas normales versus células sanguineas tumorales, cefe@posure, at a concentration of4)/ mL, which corresponds

en el caso de células PBMC con respecto a las células U83700 times the minimum inhibitory concentration (MIC) used

y K562, se puede observar la selectividad de nisina solipeits action on bacteria. When comparing the effect of nisin on

las células tumorales. La manera que nisina genera su eféghan peripheral blood mononuclear cells with lymphoid and

to citotoxico probablemente sea por la induccion de un mf@yeloid tumor lines (K562 and U937 respectively), a selective

canismo apoptoético, como lo han descritos varios autor‘?t:fgect of nisin on blood tumor cells is observed.

(Jooetal, 2012; _Zqinodinét al, 2018), pero también se ha KEY WORDS: Nisin; Cytotoxicity; Bacteriocin; Blood

reportado que nlsma_produ_ce muert_e celular sobre célulgs,,, cells: K562 cell and U937 cells.

Jurkat por un mecanismo independiente de la fragmenta

cion del DNA (Begdeet al, 2011), por lo cual, el mecanis-

mo por el cual nisi_na ejerce su efecto_citotéxico_ spbre CEBEFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

las tumorales particulares debe seguir profundizandose.
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