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RESUMEN

La leucemia monocitica aguda es un tipo de leucemia que afecta a los monocitos
de la linea hematopoyética. Las terapias clinicas actuales para laleucemiaresultan
insatisfactorias debido a los efectos secundarios y la falta de especificidad hacia las
células diana. Algunas lectinas muestran actividad antitumoral y pueden reconocer
especificamente las células cancerosas al unirse a las estructuras de carbohidratos
en su superficie. Por lo tanto, en este estudio se evalu6 la respuesta inducida de la
lectina PF2 de Olneya tesota en la linea celular THP-1 de leucemia monocitica. El
efecto antiproliferativo se determin0 mediante un ensayo de resazurina. La
induccion de apoptosis y de especies reactivas de oxigeno se evaluaron mediante
citometria de flujo. La interaccion de la lectina PF2 con THP-1 y el potencial de
membrana mitocondrial se evaluaron usando microscopia confocal. La
genotoxicidad de PF2 se evalu6 a través de analisis de fragmentacion de ADN en
electroforesis en gel. Ademés, se determinaron parametros fisicos como la
deformacion, tiempo y velocidad de transito de monocitos THP-1 tratados y no
tratados con lalectinaPF2 mediante un chip microfluidico. Los resultados mostraron
que la lectina PF2 fue capaz de unirse a monocitos THP-1 e inducir un efecto
antiproliferativo mediante via apoptotica. PF2 activa mecanismos relacionados con
la via apoptética como degradacion del ADN, pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial y aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno en
monocitos THP-1. Respecto a las propiedades fisicas, PF2 aumentoé el indice de
deformacion y el tiempo de entrada de las células al chip. Ademas, la velocidad de
las células en el canal de constriccion fue menor para las que fueron trataras con
PF2. Estos resultados sugieren el potencial de PF2 como una opcion para
desarrollar tratamientos anticancerigenos alternativos con mayor especificidad. Sin

embargo, se necesitan mas estudios para dilucidar el mecanismo de acciéon de la
lectina PF2 hacia las células cancerigenas.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, células THP-1, lectina PF2,

anticancerigeno, microfluidica, apoptosis.
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ABSTRACT

Acute monocytic leukemia is a type of leukemia that affects monocytes in the
hematopoietic line. Currentclinical therapies for leukemia are unsatisfactory due to
their side effects and lack of specificity towards target cells. Some lectins display
antitumor activity and can specifically recognize cancer cells by binding to
carbohydrate structures on their surface. Therefore, this study evaluated the
response of the human monocytic leukemiacell line THP-1 to the lectin PF2 from
Olneya tesota. The antiproliferative effectwas determined using a resazurin assay.
Induction of apoptosis and reactive oxygen species were evaluated by flow
cytometry. The interaction of lectin PF2 with THP-1 and mitochondrial membrane
potential were assessed using confocal microscopy. The genotoxicity of PF2 was
evaluated through DNA fragmentation analysis by gel electrophoresis. Additionally,
the transit velocity through narrow capillaries of PF2-treated and untreated cells was
determined using a microfluidic device. The results showed that PF2 binds to THP-
1 cells, triggers apoptosis and DNA degradation, alters mitochondrial membrane
potential, and increases reactive oxygen species levels in PF2-treated THP-1 cells.
Furthermore, PF2 increases the deformability index, increases entry time, and
reducesthe velocity of THP-1 cells in the constriction channel. These results suggest
the potential of PF2 as an alternative anticancer treatment with greater specificity.
However, further studies are needed to elucidate the mechanism of action of the
lectin PF2 toward cancer cells.

Keywords: acute myeloid leukemia, THP-1 cells, PF2 lectin, anticancer, microfluidic,

apoptosis.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que se unen especificamente a
carbohidratos simples o complejos. Su capacidad de reconocimiento hacia
carbohidratos las convierte en herramientas importantes en estudios a nivel
molecular y celular. Las lectinas acttan como aglutinadoras de eritrocitos y
desempeiian un papel esencial en el mecanismo de reconocimiento e interaccion
celular(Lagarda-Diazet al., 2017). Las célulastumorales suelen presentarun patron
de glicosilaciénricoen glucanossialilados, que difiere delo observado en las células
normales. Esta glicosilacion anormal juegaun papel vital en la proliferacion, invasion
y migracion de células cancerosas (Lityn et al., 2001; Shen et al., 2017). Algunas
lectinas pueden unirse a las estructuras de glucano en las células tumorales y
ejercer un efecto antiproliferativo. Se hainformado que lectinas aisladas de plantas
leguminosas como el género Vicia, Phaseolus vulgaris, Glycine max y Pisum
sativum muestran actividad anticancerigena mediante la induccion de la muerte
celularpor apoptosis (Chanetal., 2016; El-Aassaret al., 2014; Fei Fanget al., 2010;
Guptaetal., 2018; Lagarda-Diaz et al., 2017; Nasi et al., 2009). Por |lo tanto, detectar
el potencial antiproliferativo de nuevas lectinas con capacidades especificas de
reconocimiento hacia las células cancerosas puede conducir al desarrollo de

terapias dirigidas contra el cancer.

Por otro lado, algunos tratamientos pueden dirigirse a cambiar las
propiedades mecénicas de las células cancerigenas. Las células tumorales y las
células normales muestran diferencias en sus propiedades mecanicas, las cuales
se relacionan con la capacidad de metastasis que presentan algunos tipos de
cancer. En el caso de las células tumorales que se encuentran en circulacion por el
torrente sanguineo, tienen la capacidad de deformarse para infiltrarse en los vasos

sanguineos y formar nuevos focos neoplasicos.
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La lectina PF2, aislada de la leguminosa silvestre del desierto de Sonora,
Olneya tesota (Palo fierro), ha mostrado actividad antiproliferativa en lineas
celulares de cancer de mama (Acedo-Espinoza, 2020). Por lo tanto, en este estudio
se evalud la respuesta fisicoquimica de la lectina PF2 en las células de leucemia
monocitica THP-1. El estudio abarcé el efecto de PF2 a nivel bioquimico (actividad
antiproliferativa, induccién de apoptosis, entre otros) y a nivel biofisico mediante la

evaluacioén de las propiedades mecanicas de las células expuestas a la lectina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar fisicoquimicamente el efecto de la lectina PF2 sobre la linea celular

monocitica de leucemia aguda humana THP-1.

Objetivos especificos

-Evaluar el reconocimiento bioldgico de la lectina PF2 hacia células THP-1.
-Determinar el efecto antiproliferativo de PF2 en la linea celular THP-1.
-Evaluarlainduccionde apoptosis y necrosisen las células THP-1 expuestasa PF2.
-Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), fragmentacion del
ADN vy el potencial de la membrana mitocondrial en las células THP-1 expuestas a
PF2.

-Determinar el indice de deformaciény los perfiles de velocidad de células THP-1

expuestas a la lectina PF2 mediante un dispositivo microfluidico.
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

Lectinas de Plantas

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que se unen de manera reversible
y altamente especificaa carbohidratos simples o complejos. Durante muchotiempo,
estas proteinas fueron conocidas como hemaglutininas debido a su capacidad para
aglutinar glébulos rojos (Lagarda-Diaz et al., 2017). La actividad bioldgica de las
lectinas se debe principalmente a su interaccién con carbohidratos. Las lectinas
funcionan como receptores de diversas glicoproteinas en la superficie celulary,
aunque algunas de estas proteinas poseen especificidad por estructuras de

glicanos similares, presentan diversas actividades bioldgicas (Sharon y Lis, 2004).

Las actividades bioldgicas de las lectinas tienen en comun el reconocimiento de un
receptor oligosacarido, lo cual las convierte en un modelo para el estudio de las
interacciones proteina-carbohidrato (Figura 1). El uso de lectinas en el estudio de
estas interacciones ha revelado mecanismos de interaccion molecular, como el
reconocimiento de glicoconjugados presentes en la membrana celular, que estan
involucrados en muchos procesos de gran importancia para el correcto

funcionamiento de la célula, como el trafico de proteinas, las interacciones ligando-
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receptor y el desarrollo del cancer (Lagarda-Diaz et al., 2017; Cruz et al., 2005).

Lectina
Glicoproteina
Infeccion por virus
Glicolipidos
Infeccion por
bacterias_

Sl ol

I
I
I
I
]
1
I
I
I
I

Figura l. A. interacciones lectina-carbohidrato en la superficie celular presentes en
glicoproteinas, infeccion por virus, glicolipidos e infeccion por bacterias. B.
Estructura general de las lectinas de leguminosas (Modificado de: Sharon y Lis,

2004; Lagarda-Diaz et al., 2017).

Actividad Antitumoral de las lectinas

En modelos in vitro, las lectinas de plantas han mostrado tener actividad antitumoral
en diferentes lineas celulares. Estudios in vivo y pruebas clinicas han demostrado
que algunas lectinas vegetales poseen efectos inmunosupresores e inhiben el
crecimiento de células tumorales (Pinedo et al., 2017; Procopio et al., 2017). Los
carbohidratos presentes en la superficie de células tumorales representan el primer
blancode accién de las lectinasy su union vaa dependerdel patron de glicosilacion

de las células y del tipo de receptor glicosilado al que se unen.

Los mecanismos de acciéon de las lectinas a nivel molecular en células tumorales

son variados y dependen de diferentes factores, como el origen celular, la clase de
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tumor, la concentracion de lectinay la especificidad de unién a glicoconjugados.
Lectinas como la Concanavalina A (Con A), Bauhinia variegata, Galanthus nivalis
(GNA) y Fitohemaglutinina (PHA) han mostrado tener un efecto antiproliferativo
sobre célulascancerigenas. Algunaslectinasde plantaspuedeninducireventos de
apoptosis (muerte celular programada) y/o autofagia en células tumorales, ya sea a
través de vias intrinsecas o extrinsecas, en las células cancerosas (Konozy y
Osman, 2022 (De Mejia y Prisecaru, 2005). (Xia y Ng, 2006). Ademas, algunas

lectinas pueden teneractividad mitogénicaal estimularlinfocitos T (Yau etal., 2015).

Las vias de sefalizacion son moduladas de acuerdo con la concentracion delectina
utilizada, el tiempo de exposicion, asi como el tipo de linea celular. Elucidar todos
los mecanismos moleculares que controlan larespuestacelularinducida porlectinas
abre una nueva perspectiva para su posible uso clinico futuro. Por ejemplo, si
estudia la interaccién especifica de lectinas hacia glicanos presentes en
especificamente en células de cancer seria clinicamente mas seguro y esto podria

abrir nuevos caminos en la medicina del cancer basada en lectinas (Huldani et al.,
2022).

Algunas lectinas vegetales son atiles como biomarcadores tumorales porque
reconocen selectivamente estructuras alteradas de glicanos en células cancerosas.
Ese reconocimiento puede resultar en la destruccion de las células dafiadas
mediante diferentes vias de muerte celular como apoptosis, autofagia y necrosis
(Bhutia et al., 2019).

Por ejemplo, Con A puede inducir la muerte celular autofagica y apoptotica en
células tumorales al unirse a varios receptores que involucran MT1-MMP, PZR y
RTK, modulando sus vias de sefalizacion aguas abajo como PI3K/Akt, JAK/STAT,
MAPK'y NF-kB (Wang et al., 2019; Huldani et al., 2022). La lectina ConA puede
desencadenar apoptosis por via intrinseca a bajas concentraciones (5 pg/m) y
aumentar la producciéon de ROS a dosis altas (50 pug/ml). Cabe sefalar que los

niveles de ROS no son el factor inductor de apoptosis inicial (Faheina-Martins etal.,
2012; Huldani et al., 2022).
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Existen receptores de superficie celular glicosilados reportados para algunas
lectinas en su mayoria son glicoproteinas integrales en las membranas celulares.
Para la lectina Con A los receptores mas estudiados son MT1-MMP (Membrane-
Type Matrix Metalo Proteinase-1). También se ha reportado la proteina PZR
(relacionada con la proteina cero), otro receptor primario, transmembranal de tipo |
super glicosilado con posibles ligandos desconocidos. Las vias de desactivacion de
los RTK (receptores de tirosina quinasas) son inducidas por Con A (Huldanietal.,
2022).

Uno de los grupos de lectinas vegetales mas téxicos es la familia inhibidora de
ribosomas (RIP). En especial las lectinas de muérdago (Viscum album) o ML son
las proteinas mas investigadas para el tratamiento del cancer. Las lectinas ML se
internalizan en las células e inhiben la sintesis de proteinas a través del dafio en la
subunidad 28S del ARN ribosomal (Mazalovska et al., 2020). Por lo tanto, la lectina
ML es una prueba que las lectinas pueden internalizarse a las células para

ocasionar la muerte celular.

Las ML (principalmente referidos a ML-l y ML-Il) poseen actividades anti-
proliferativas hacia varios tipos de células cancerosas (p. €j., células de leucemia
linfoblastica aguda humanay células mielo leucémicas humanas U937) (Fulday
Debatin, 2006; Hoessliy Ahmad, 2008). ML-l posee mas sensibilidad a lainduccién
de apoptosis mediante receptores TNF-1 en células cancerosas (Pryme et al., 2006;
Hoessli y Ahmad, 2008). Ademas, se descubrié que ML-l induce la apoptosis

activando la caspasa-8 a través de la via apoptética extrinseca, en las células T
leucémicas Jurkat (Bantel et al., 1999; Lei-lei Fu etal., 2011).

Los mecanismos de lectinas antitumorales han sido dilucidados a diferentes niveles
moleculares (Figura 2). Por ejemplo, algunas lectinas de leguminosas pueden
activar receptores glucosilados de las superficies celulares, receptores FAS-FADD
gue activan secuencialmente la via de las caspasas y a las proteinas MMP. Las
lectinas B de ricinaactivan diferentesrutas de muerte celularprogramada. La lectina
GNA activa la ruta de EGFR donde interviene el receptor del factor de crecimiento

epidérmico.

20



Cierto receptor con

TNFR 1/2
- azucares / MTI-MMP e SHPS-1,
£ » A P » A MMP-2/9
FADD | ¥ » 4
A ik
| -G
: B @
‘Q S @ 7
ey
D . :
< ®
' !
Dezradacion del ; /
nicleo ! v
'
«| desintesis
o Pro muerte A\ Familiade B-Ricina O Autofagosoma O Mitocondria « Activacién
o Pro supervivencia A Lectinas con domino de legumbres ¢ Apoptosoma Receptor { Inactivacién

Otro FamiliaGNA Vesicula 9 Ribosoma » = Ausencia

Figura 2. Las lectinas vegetales inducen la muerte de células cancerosas a través
de la red de sefializacion de muerte celular programada. Tomado de Fu Lei-Lei et
al., 2011.

Por otro lado, a nivel clinico, la terapia con lectinas de muérdago (FME) es el
tratamiento complementario utilizado en pacientes con melanoma maligno en
Alemania y Suiza. Un estudio con pacientes con melanoma primario (MM) en
estado Il y Il tratados con FME como terapia adyuvante mostr6 mayor
supervivencia, menor grado de metastasis cerebral y reducciéon del tumor en los

pacientes tratados. (Augustin etal., 2005).

La familiade lectinasde leguminosases unade las clases mas investigadas debido
a sus importantes actividades bioldgicas. En especial el estado de Sonora es rico
en abundancia de especies de leguminosas. Por ejemplo, Olneya tesota (Palo
fierro), Prosopis glandulosa Torrey (mezquite), Acacia farnesiana (vinorama),
Acacia occidentalis Rose (Tésota) Pithecellobium sonorae S. Watson (Tamarindo),
entre otras (Lagarda Diaz et al., 2017; Solis-Garza et al., 2017; Huldanietal., 2022).
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En este trabajo se trabaj6 con la lectina PF2 de Palo fierro, por lo que la siguiente
seccion se abordaran algunas de sus caracteristicas.

Lectina de Palo Fierro PF2

La lectinaPF2 es unaproteina extraida de las semillas de unaleguminosadesértica
endémica del Desierto de Sonora, cominmente conocida como Palo fierro (Olneya
tesota) (Figura 3). PF2 es una proteina tetramérica con subunidades de 33 kDa que
reconoce carbohidratos complejos, como los presentes en fetuina (Vazquez-
Moreno et al., 2000).

Inflorescencias

Figura 3. Palo fierro (O. tesota). Fuente: CONANP y CONABIO.

La secuenciadel extremo amino-terminal y algunas secuenciasinternasde lalectina
PF2 muestran unaalta similitud con la lectinade Phaseolusvulgaris (PHA), con una
identidad del 90.7% con PHA-E y 88.9% con PHA-L (Acedo-Espinoza et al., 2020).
Tanto PF2 como PHA forman tetrdmeros y tienen subunidades de masa similar, sin
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embargo, presentan diferentes especificidades de reconocimiento a carbohidratos,
PF2 reconoce oligosacaridos con estructuras complejas del tipo triantenario
tetrasialilado, mientras que PHA-E y PHA-L reconocen estructuras del tipo
biantenarias y tetrantenarias, respectivamente (Figura 4) (Vazquez-Moreno et al.,
2000). La afinidad por carbohidratos que tienen estas lectinas es de gran
importancia para conocer el potencial que tienen como agentes anticancerigenos.
En ese sentido, el conocimientorelacionado con el patron de glicosilacion de células
tumorales es un aspecto clave para comprender el efecto de las lectinas en células

tumorales. En el siguiente apartado se abordara la glicosilacion y sus cambios en
células tumorales

MNeuAc-Gal-GlcNACc-Mani

5 Man-GlcNAC-GIcHNAC (a)

MeuAc-Gal-GlcMNAc-Man1
NeuAc-Gal-GlcMAc-hMan1| \
6
MNeusc-Gal-GlcMNAC _ Man-GlchAc-GlchNAC (o)
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NeuAc-Gal-GlchHNAC

Figura 4. Estructuras de los oligosacaridos complejos de la fetuina reconocidos por
(@) PHA-E y por PF2 (b). (Urbano-Hernandez, 2007).

Glicosilacion

La glicosilacion es el proceso de union mediante enlaces glucosidicos entre
carbohidratos, proteinas, lipidos o moléculas de ADN, y a esta formacién se conoce
como glicoconjugados. Las glicoproteinas y glicolipidos estan involucrados en
procesos bioldgicos como la secrecion de proteinas, adhesién, migracion e
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interaccion huésped-patdégeno. Una incorrecta glicosilacion en los sitios especificos
de los glicoconjugados conduce a ciertas patologias, como sindromes metabdlicos,
diabetes, neurodegeneracion, aterosclerosis y cAncer. Comprender el papel de las
diferentes estructuras de glicanos en presencia de células cancerosas y normales
ayudaria a la producciéon de compuestos farmacoldgicos dirigidos a la gran
biodiversidad de glicanos especificos (Kyoung Song et al., 2020).

La glicosilacion proteica es la glicosilacion mas abundante en los sistemas
bioldgicos. Este proceso confiere estabilidad ante las modificaciones fisicoquimicas
del medio y contribuye al plegamiento de proteinas (Freire et al., 2002). Ademas,
interviene en diferentes procesos biolégicos, como la diferenciacion celular, la
interaccion ligando-receptor y la invasion del cancer (Hanisch, 2001; Hang y
Bertozzi, 2005). Los oligosacaridos presentes en las superficies celulares pueden
ser objeto de estudio para generar aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, la lectina
anti-H de Ulex europaeus se usa para identificar glicanos de los tipos sanguineos
A, By O en la especie humana (Jimenez-Movilla, 2005). Los diez monosacaridos
mas comunes que forman glicoconjugados son D-galactosa, D-manosa, L-fucosa,
N-acetil-D-galactosamina, D-xilosa, N-acetil-D-glucosamina, acido D-glucurdnico,
acido L-idurénico y acido sialico o acido N-acetilneuraminico (Tabla 1) (Diaz
Fernandez, 2020). Se sabe que, al unirse a proteinas, estan involucrados en una
amplia gama de funciones esenciales en la biologia de las células (Cuello, 2020).
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Tabla 1. Estructura quimica de los monosacaridos comunes que forman los

glicanos. Modificado de Diaz-Fernandez, 2020.
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Los glicoconjugados mas abundantes son las glicoproteinas. Se estima que mas
del 50% de todas las proteinas humanas estan glicosiladas (Alberto Aguilar, 2016;
Apweiler et al., 1999). Existen dos tipos de glicoproteinas, dependiendo de la
interaccién del carbohidrato con el aminoéacido: las O-glicoproteinas y las N-
glicoproteinas. En las O-glicoproteinas, el carbohidrato se une al grupo hidroxilo de
las cadenas laterales de los aminoacidos serinay treonina de la proteina. En las N -
glicoproteinas, el carbohidrato se une al grupo amino de la cadena lateral del
aminoacido asparagina de la proteina. El residuo de asparagina puede aceptar un
oligosacarido solo si forma parte de una secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en la
que X puede ser cualquieraminoacido excepto prolina. De esta manera, los sitios
potenciales de glicosilacion se pueden localizar conociendo la secuencia de los
aminoacidos (Engelking, 2015).

En el cancer, las glicoproteinas de la superficie celular experimentan cambios
estructuralesdramaticos durante la progresion tumoral. Estas moléculasresultantes

alteran propiedades importantes de las células cancerosas, facilitando su migracion
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o afectando su reconocimiento por las células del sistema inmune, lo que favorece
la progresion del cancer. La glicosilacion desregulada de proteinas se ha

relacionado con varias enfermedades, incluidas aquellas en las que las células
anormales se dividen sin control (Bertozzi y Sasisekharan, 2009).

Algunas glicoproteinas son biomarcadores para tipos de cancer. Por ejemplo, el
antigeno AC 19-9 es marcador para cancer de pancreas, el antigeno AC 15-3 para
cancer de mama, el antigeno prostatico PSA para cancer de préstata, entre otros.
El antigeno carcinoembrionario (CEA) se encuentra altamente N-glicosilado en
cancer colorrectal, de vejiga, de mama, de pancreas y de pulmén (Moertel et al.,
1993; Hammarstrom, 2009). Por otro lado, la lectinaPHA-L es un marcador selectivo
para células de cancer de mama, ya que se une especificamente a este tipo de

células y no a células sanas (Kailemia et al., 2016).

La alteracion mas aberrante que se presenta en células de cancer en funcién de la
glicosilacion eslaincorporacion de acidos sialicos. En el padecimientode cancer se
observa unasobreexpresion de glicoproteinasricas en acidos sialicos. Los residuos
de acidos sialicos aportan numerosas cargas negativas a las proteinas,
protegiéndolas de la accién de las proteasas. Ademas, el ac. sialico es un
importante indicador en el aclaramiento de proteinas, se ha reportado que su

presencia indica si las glicoproteinas contintan en circulacién o son removidas
(L6pez Laredo, 2005).

Se ha reportado que las células cancerosas incrementan la sialilacion terminal total
de la superficie de los tri o tetra N-glicanos ramificados, principalmente en etapas
iniciales de la carcinogénesis. Los acidos sialicos son usualmente encontrados en
los residuos terminales de O y N- glicanos de glicoproteinas y glicolipidos (Toscano,
2006). Dado que la lectina PF2 reconoce carbohidratos complejos como los
presentes en la fetuina, unaglicoproteinarica en acido sialico. PF2 puede dirigirse
a células cancerosas ricas en glicoproteinas aberrantes con acido sialico. Sin

embargo, es necesario estudiar los receptores de las células cancerigenas a las
cuales que se desee dirigir la lectina y también la especificidad de union.
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Leucemia Mieloblastica Aguda

La leucemia aguda es una forma de cancer caracterizada por una proliferaciéon
clonal de progenitores hematopoyéticos inmaduros, conocidos como mieloblastos,
gue pierden su capacidad de diferenciaciény de respuesta a los reguladores de
proliferacion. La ocupacion de la médula 6sea por los mieloblastos produce un
bloqueo en la produccion de células sanguineas, lo que resulta en unadeficiencia

de glébulos rojos (anemia), plaquetas (trombocitopenia) y globulos blancos
(especialmente neutrofilos, es decir, neutropenia) (Estey, 2006; Suela-Rubio, 2008).

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia maligna caracterizada por la
proliferacion anormal de células mieloides que se infiltran en la médula 6sea, la
sangre periférica y otros tejidos (De Kouchkovskyy Abdul-Hay, 2016; Stone et al.,
2004). La LMA causa insuficiencia medular e infiltracion extramedular de células
cancerosas en el bazo, el higado, la piel, las enciasy el sistema nervioso central, lo
que provoca la formacion de nuevos focos neoplasicos (Leyto-Cruz, 2018; Aguilar
Lopez et al., 2010). Es una enfermedad especialmente agresiva, con unatasa de
supervivencia a los cinco afios que no supera el 40% de los casos a pesar del
tratamiento. Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas herramientas que

predigan eficazmente el pronéstico de la enfermedad al momento del diagnésticoy
el tratamiento (Suela-Rubio, 2008).

Entre las consecuencias de la LMA se encuentra la formacién de proteinas
guiméricas que perturban el proceso normal de maduracién de los precursores
mieloides, como los monocitos, y ocasionan mutaciones en genes relacionados con
la proliferacion y diferenciacion celular (Patel et al., 2012; Weinstein et al., 2003).
Estudios basados en modelos de leucemogénesis en animales han mostrado una
activacion de vias proinflamatorias, asi como errores en la diferenciaciéon
hematopoyética. Ademas, se han identificado mutaciones en genes relacionados
con la metilacién del ADN, como DNMT3A, TET2, IDH-1 e IDH-2, que pueden
encontrarse en el 40% de los casos de LMA (De Kouchkovsky y Abdul-Hay, 2016).
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Entre los diversos factores moleculares identificados, se pueden mencionar las
mutaciones en algunos genes. Las mutaciones relacionadas con la activacion de la
sefializacion de FLT3 favorecen la proliferacion de blastos. Por otro lado, las
mutaciones en el gen supresor tumoral TP53 se encuentran en aproximadamente

el 8% al 14% de los casos de LMA y estan asociadas con casos documentados de
resistencia a la quimioterapia (Haferlach et al., 2008; D6hner et al., 2005).

Tratamientos

Eltipo de terapia mas apropiada se determinaen funcion de los objetivos planteados
con el tratamiento, el tipo de tumor, su extension y las condiciones del paciente,
como su estado funcional, edad y patologia. La radioterapia se basa en el efecto
producido por las radiacionesionizantes. En dosis altas, la radioterapia destruye las
células cancerosas o ralentiza su crecimiento al dafiar su ADN. Las células
cancerosas cuyo ADN esta irreparablemente dafiado dejan de dividirse o mueren.
Cuando las células dafiadas mueren, se descomponeny el cuerpo las elimina. La
radioterapia se utiliza como tratamiento exclusivo en aproximadamente el 30% de
los casos de cancery, en su mayoria, se aplicaen combinacion con otras terapias
en alguna fase de la enfermedad. La radioterapia es costosa, requiere maquinas
complejas e implica la participacion de numerosos profesionales médicos. Ademas
de destruir o ralentizar el crecimiento de las células cancerosas, también puede
afectar a las células sanas del paciente. El dafio a las células sanas puede ser
irreversible e incluso causar efectos secundarios (Alberro y Rosas, 1997; NIH,
2019).

La quimioterapia es un tipo de tratamiento que utiliza farmacos para destruir las
células cancerosas. Tiene un papel limitado en el tratamiento primario del cancer
localizado, siendo fundamental en el tratamiento de los tumores diseminados, en

los cuales la cirugia y la radioterapia tienen un valor limitado (Cajaraville et al.,
2002).
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El tratamiento del cancer diseminado incluye varias situaciones clinicas. Los
canceres que se consideran de amplia diseminacién son la mayoria de las
neoplasias hematoldgicas, como las leucemiasy algunos linfomas. En estos casos,
la quimioterapia se utiliza como tratamiento primario con la intencion curativao de
prolongar la supervivencia. Los cAnceres que, aunque parecen localizados, pueden
haber desarrollado micrometastasis clinicamente indetectable, requieren terapia
sistémica en un intento de erradicar la metastasis y aumentar el porcentaje de

curacion despuésde la cirugia o la radioterapia (Balmer y Finley,1998; ACS, 2016).

La quimioterapiaocasionadafiosalas célulassanasy produce efectos secundarios,
como Uulceras en la boca, nauseas, vomitos, caida del cabello, pérdida de apetito,
sequedad en los ojos, diarrea y dafios al corazon, lo que acarrea otras
complicaciones clinicas. En ocasiones, la quimioterapia puede causar mas dafo
gue la misma enfermedad (ACS, 2016). El estudio de terapias biolégicas ha
permitido plantear nuevas alternativas en la cura del cancer, ayudando a reducir los

efectos secundarios.

La terapia biologica, también conocida como bioterapia, modificacién de la
respuesta biolégica o inmunoterapia, son distintos los términos utilizados para
denominar enfoques terapéuticos anticancerosos que pretenden modificar o
potenciar las defensas naturales y la respuestainmune del paciente frente al tumor.
La terapia bioldgica ha surgido como la cuarta modalidad terapéutica del cancer,
impulsada por el conocimiento de la biologia tumoral, el control de la proliferacion y
la diferenciacién de las células normales y neoplasicas. El desarrollo de la
biotecnologia y la terapia génica, que han generado moléculas o mecanismos

activos en procesos biologicos, ha contribuido al avance de esta nueva estrategia
terapéutica (Biological Response Modifiers, 1997).

En este sentido, las plantas han sido una fuente valiosa de moléculas con
importantes propiedades biotecnolégicas. En el cancer, la accién inhibitoria de
productos naturales derivados de plantas ha sido confirmada en diferentes modelos
de tumores animalesy ha permitido enfocarse en la busqueda de estrategias de

prevencion que involucren el uso cotidiano de estos productos naturales en la dieta.
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En particular, las lectinas de plantas han recibido especial atencion debido a sus
diversas actividades biol6gicas, entre las cuales se encuentra la actividad
anticancerigena (Lagarda-Diaz et al., 2017).

Células tumorales

Una célula sana (CS) puede convertirse en unacélula cancerosa (CC), pero una
CC no puede convertirse en una CS. Las CC tienen cuatro caracteristicas
esenciales: son clonales, cada tumor maligno se origina a partir de una tinica célula
que proliferay da lugar a un clon de células malignas; autonomia, el crecimientoy
desarrollo de las CC no esta regulado adecuadamente por los moduladores
hormonales y bioquimicos normales; anaplasia, las células tumorales experimentan
una pérdida de diferenciacién celular. En general, cuanto mayor sea el grado de
anaplasia de un tumor, mayor sera su potencial metastasico y mas intensa sera su

diseminacion y metastasis, (Mitrus et al., 2012; Cajaraville et al., 2002).

Las células cancerosas, cuya carga genética ha cambiado, pueden morir o ser
eliminadas en los ganglios linfaticos. Sin embargo, en ocasiones, estas células
malignas continGan vivas y se reproducen. Las células malignas presentan
caracteristicas diferentes, ya sea en su forma o en sus nucleos, como ser mas
grandes o pequeios. Estas células son incapaces de desempeniar las funciones
correspondientes a las células del tejido al que pertenecen. Ademas, se multiplican
rapidamente debido a la falta de un mecanismo de control del crecimiento. Por lo
general, son inmaduras, ya que se multiplican rapidamentey no tienen suficiente
tiempo para crecer completamente antes de dividirse. Al formarse un gran namero
de CC, se acumulan, ejercen presioén o bloquean los vasos sanguineos, lo que
impide que realicen su trabajo. Dado que no se limitan al espacio de origen, se dice

que son invasivas y tienden a migrar a otras areas a través de la sangre o los
ganglios linfaticos (Cajaraville et al., 2002; SEOM, 2019).
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Las células cancerosas inhiben la apoptosis, un fenémeno que lleva a la muerte
celular. La disminucion del namero de células ocurre principalmente por apoptosis,
un mecanismo normal que mantiene la homeostasis tisular. La apoptosis es
desencadenada por diversos estimulos que convergen en vias moleculares
comunesy culminan con la activaciéon de un grupo de cisteinas proteasas llamadas
caspasas, encargadas de la degradacion celular hasta formar pequefios
corpusculos (cuerpos apoptoéticos) que son fagocitados por otras células (Elmore,
2007). Con base en lo anterior, surge la teoria de que las células tumorales tienen
un potencial ilimitado de replicacion, conocido como inmortalidad.

El estudio de las células cancerosas, tanto a nivel celular, moleculary genético, ha
permitido mejorar significativamente el manejo de los diversos aspectos clinicos de
esta enfermedad, como el crecimiento tumoral, la metastasis y los antecedentes
gue permiten predecir la sensibilidad a diferentes tipos de terapia. Varios de los
efectos secundariosde los tratamientos convencionalesdel cancerestan asociados

con cambios en las propiedades mecanicas de las células (Pachenari et al., 2014;
Suresh etal., 2004).

Propiedades Mecanicas

Las propiedades mecanicas de las células estan relacionadas con las fuerzas
exteriores que se ejercen sobre ellas. Estas propiedades mecanicas incluyen
elasticidad, plasticidad, maleabilidad, ductilidad, dureza, tenacidad y fragilidad. Los
parametros evaluados en las células son la elasticidad, deformacion y tension, y
también sirven como indicadores para evaluar la progresion de algunas
enfermedades. Se han desarrollado herramientas para la nanobiomecénica, como
pinzas Opticas, aspiracion de micropipetas, citometria de torsion magnética,
microscopia de fuerza atdbmica y microfluidica, que se utilizan para caracterizar las
propiedades mecanicas de las células sanas y enfermas (Kee y Robinson, 2013;
Lekka, 2016).
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Ya existen una serie de estudios que se enfocan Gnicamente en las propiedades
mecanicas de las células afectadas y sanas, encontrando descubrimientos muy
prometedores. En el caso de la Anemia Falciforme, unaenfermedad que afecta a
los globulos rojos, se observd una mayor rigidez y citoadherencia en las células
enfermas en comparacion con las sanas, lo que provoca obstruccién en las venas
y limitacion de oxigeno en 6rganos y tejidos. Lim et al. (2006) estudiaron el efecto
de la hidroxiurea, un medicamento antitumoral, y encontraron que los glébulosrojos
afectados presentan las mismas caracteristicas mecanicas que los sanos después
de estar en contacto con el farmaco durante 6 meses. Las propiedades mecénicas
de los glébulos rojos infectados con malaria tienen una rigidez mayor que los
glébulos sanos, asi como un aumento en su citoadherencia,y a medida que la
enfermedad avanza, estos dos parametros aumentan. Esto demuestra la relacién

entre las propiedades biomecéanicasy la enfermedad de la malaria (Lim et al., 2006).

Por su parte Chen etal., 2020 utilizaron microscopia de fuerza atbmica (AFM) para
medir las propiedades viscoelasticas de las célulasde cancer de ovario. Se encontré
quela elasticidady la viscosidad de las célulasde cancer de ovario OVCAR-3y HO-
8910 son significativamente mas bajas que las de las células epiteliales de control
de la superficie ovarica humana (HOSEpiC). Ademas, se observé un aumento
significativo en la elasticidad de las células OVCAR-3 y HO-8910 después del
tratamiento con el compuesto anticancerigeno echinomicina (Ech), mientras que no
se encontraron cambios en las células HOSEpIC después del tratamiento con Ech.
También, se observé un aumento en la elasticidad (calculado con el modelo Hertz
a partir de los datos de AFM) asociado con una disminucién en lainvasién de las
células OVCAR-3 y HO-8910 después del tratamiento con Ech. Estos hallazgos
demuestran claramente la asociacion entre las propiedades viscoelésticas y la
invasion de las células de cancer de ovario. De esta manera, las propiedades
mecanicas de las células podrian servir como indicador en la progresion de
enfermedades y del diagndstico temprano del cancer (Chen etal., 2020).

Existe una estrecha relacion entre la progresion del cancer y el cambio de las

propiedades mecanicas de las células (Ciasca et al., 2016). Estas propiedades
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mecénicas se utilizan para determinar el potencial tumorigénico y metastasico de
las células, y estan fuertemente asociadas con la transformacion celular, la
migracion y la invasion (Kim et al., 2016). Por lo tanto, es posible detectar
biomecanicamente las células enfermas. Las propiedades biomecéanicas en células
cancerigenas pueden servir como biomarcadores para evaluar la progresion del
cancer. Estudios anteriores han encontrado caracteristicas patofisiologicas
distintivas, como la mayor elasticidad de las células cancerigenas en comparacion

con las células sanas (Rodriguez, 2013).

Desde el punto de vista oncoldgico, las células sanas y malignas presentan
caracteristicas diferentes, como diferencias en el crecimiento, morfologia,
interaccion célula-célula, glicosilacion, asi como cambios en la estructura del
citoesqueleto (Lekka, 1999). Estos aspectos que distinguen a las células malignas
de las sanas presumiblemente han ocasionado cambios en sus propiedades
mecanicas. Estudiosrecientes en fisiopatologiade diversas enfermedades sugieren
gue su origen puede estar relacionado con alteraciones en las propiedades
estructurales o mecéanicas de las células, asi como en la mecano-transduccion, que
convierte los estimulos mecanicos en sefiales quimicas a través de la distorsion de
la membrana (Lim, 2006). Si una célula malinterpreta una sefial mecéanica o se
encuentra en un entorno anormal, su ciclo normal se interrumpe y surge la
enfermedad (Rodriguez, 2013). El conocimiento de las caracteristicas y
propiedades de las célulassanasy enfermas, seguido de su comparacion, permitira
identificar las propiedades mecanicas alteradas, o que a su vez facilitara la
comprension fisica de este fendmeno y el desarrollo de farmacos que ayuden a

restaurar las propiedades normales de las células y promuevan su curacion.

Microfluidica

La microfluidica es la ciencia que estudia el comportamiento de los fluidos a escala
micro y nanomeétricay una de sus aplicaciones es el estudio de las propiedades

mecanicas de células. La microscopia de fuerza atdbmica es la técnica de oro para
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medir propiedades mecanicas en las células, pero necesita equipo costoso y se
ocupa de sondas especificas. También, el aspirador de micropipeta mide las
propiedades viscoelasticas de las células completas al succionar. Sin embargo,
ambos métodos estan limitados por su bajo rendimiento ya que cada experimento
consiste en unacélula. Losdispositivos microflu idicos pueden detectar célulasraras
y ayudar al diagnostico de enfermedades (Yao Chen et al., 2023).

Los microfluidos son una tecnologia versatil y prometedora que pueden ser
utilizados para el avance en el estudio de enfermedades como el cancer, asi como
para deteccion y aislamiento de células tumorales circundantes (Kozminsky, et al.,
2016). Esto debido a las varias aplicaciones que tiene esta tecnologia, asi como su
alta eficiencia, bajo costo de produccién, facil manufactura (Hou., et al 2011). El
funcionamiento de los microfluidos para el estudio de células estd basado en
aprovechar las diferencias en propiedades fisicas y quimicas entre las células. Esto
mediante un campo de fuerzas en el microfluido dependiente de las diferencias en

las propiedades de las células como tamaro, densidad y compresibilidad.

La microfluidica brinda a los médicos y bidlogos celulares importantes resultados
para que comprendan la citometria en los campos del diagnostico de enfermedades

y el analisis en la incorporacion de moléculas y deteccién de farmacos.
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MATERIALES

Semillasde palo fierro (Olneya tesota), solucion salina,inhibidorde proteasas, papel
filtro, columnacromatografica de agarosa-fetuina, glicina-HCI (0,02 M, pH 2,5), PBS
(solucidn salinatamponada con fosfato, KH2PO4/K2HPO4 20 mM, NaCl al 0,9 % y
NaN3al 0,02 %, pH 7,2) y membranas de didlisis, filtros de proteinas de baja union
de 0,22 um (Millipore). Monocitos humanos THP-1 derivados de un paciente con
leucemia monocitica aguda ATCC (Manassas, VA, EE. UU.), medio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich), suero fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich) y antibiéticoal 1 % (100
U/mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicina) (Thermofisher Scientific).
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich), lectina PF2, dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich), columna Sephadex G25. Resazurina (Sigma-Aldrich). Kit
de deteccion de apoptosis de anexinaV FITC con PI (BioLegend, San Diego, CA,
EE. UU.). Diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCHF-DA) (Sigma-Aldrich).
Rodamina 123 (Rho 123) (Sigma-Aldrich). Tampo6n de lisis TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA s6dico 1 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 0,25 % y ARNasaA al 0,2 %), proteinasa
K (Sigma-Aldrich), agarosa, tinciéon Gel-Red (Biotium, EE. UU.). Chip de
polidimetilsulfoxido, tripsina (Sigma-Aldrich), acido etilendiaminotetraacético EDTA

(Sigma-Aldrich), solucion salina.
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METODOS

Purificacion de lectina PF2.

La lectina PF2 fue purificada de acuerdo con lo establecido por Vazquez-Moreno et
al.2000. Las semillas de O. tesota se pulverizaron y desengrasaron con hexano. El
extracto crudo se inyectd en unacolumna cromatografica de agarosa-fetuina. Las
fracciones con proteinas que no se unieron a la columna se lavaron con PBS. Las
proteinas retenidas se obtuvieron con glicina-HCI (0,02 M, pH 2,5) y se neutralizaron
con Trizma base 1 M, pH 8. Las fracciones se dializaron contra agua a 4 °C, se

liofilizaron y se almacenaron a -10 °C hasta su uso.

Cultivo de la linea celular THP-1

Los monocitos humanos THP-1 derivados de un paciente con leucemia monocitica
aguda se obtuvieron de ATCC (Manassas, VA, EE. UU.). Los monocitos THP-1 se
cultivaron a 5 x 10° células/ml en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado

con suero fetal bovino (FBS) al 10 % (Sigma-Aldrich) y antibiético al 1 % (100 U/ml
de penicilinay 100 g de /ml de estreptomicina) (Thermofisher Scientific)a 37 °C en

condiciones humidificadas con 5 % de CO:a.

Tratamientos de monocitosTHP-1 con la lectina PF2

Para evaluarlos efectos de PF2 en las células THP-1, las células fueron incubadas
con diferentes concentraciones de PF2 (200, 100, 50, 25y 12,5 pg. /mL) en medio
RPMI con FBS al 1%. Previamentelas solucionesdelectinafueron filtradas a traves
de un filtro con un corte de 0.22 um 0. (Millipore). La concentracion de proteina fue
estimada por medicion de la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE).
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Caracterizacion celular y molecular de moncitos THP-1
expuestos a la lectina PF2

Bio-reconocimiento

Previo al experimento, la lectina PF2 fue marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Se mezclaron 0,5 ml de FITC (0,4 mg/ml de DMSO) con 2 mg de lectina
PF2. Después de unaincubacion de 3 h en laoscuridad a temperatura ambiente, el
complejo de lectina FITC-PF2 se paso a través de una columna Sephadex G25
equilibrada con PBS. La actividad de PF2 en las fracciones lavadas se verificd

mediante ensayos de hemaglutinacion.

Para el ensayo de bio-reconocimiento, las células THP-1 se sembraron en
microplacas de 48 pozos a una densidad de 10000 células/ml por pozo en medio
RPMlal 1 % de FBSy se incubaron con 10 pg/ml de lectina PF2-FITC durante 1 h.
Después de la incubacion, las células se lavaron tres veces con PBS y se

observaron en un microscopio confocal (Nikon TiEclipse C2+, Japén). Las imagenes
fluorescentes se capturaron con un laser de 488 nm con un aumento de 20x.

Actividad antiproliferativa

Las células THP-1 con una viabilidad superior al 97% fueron sembradas en
microplacas de 96 pozos a una densidad de 5000 células/pozo e incubadas con
diferentes concentraciones de PF2 durante 3 h. Las células no tratadas se usaron
como control negativo. Se utilizé el ensayo colorimétrico de resazurina para
determinar la viabilidad celular frente a un control no tratado (Giordano et al., 2004).
Después de la incubacion, se realizaron lecturas a 570 nmy 600 nmen un lector de
placas Multi-Modal de Microplacas Synergy HTX. Se realizaron tres experimentos
independientes por triplicado y se obtuvieron los porcentajes medios de viabilidad
celular+ SD. Los datos obtenidos se sustituyeron en la ecuacion para determinar el

porcentaje de viabilidad celular:
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(0,.4,) — (0,.4,)

(0,.P,)— (0,.P))

Ecuacion 1. Calculo de porcentaje de viabilidad celular por método de resazurina
Donde: P1(570nm): Control (Sin lectina)

P2(600nm): Control (Sin lectina)

A1 (570nm):Tx ([] Lectina)

A2(600nm): Tx ([] Lectina)

0O1(600nm):117 216

02 (570nm): 80 586

X100

Induccidén de apoptosis

La induccién de apoptosis por lectinala PF2 en células THP-1 se evalué utilizando
el KIT de deteccion de apoptosis de anexinaV FITC con yoduro de propidio PI
(BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.) siguiendolasinstruccionesdelfabricante.Las
células THP-1 se sembraron en una microplaca de 48 pozos y se incubaron con
diferentes concentraciones de PF2 durante 3 h. Después, las células fueron
recuperadas por centrifugacién a 800 rpm por 7 miny se realizaron tres lavados con
PBS. Posteriormente, las células se incubaron con Ply anexinaen laoscuridady a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Las muestras se analizaron usando un
citometro de flujo BD FACS Verse TM (BD Biosciences, NY). Se realizaron tres
experimentos independientes realizados por triplicado. La tincion de anexinaV e
yoduro de propidio (PI) se evalu6 por FITC-A y PE-A, respectivamente. Los datos
obtenidos fueron los porcentajes de células con tincion positiva para anexina Vy Pl.
Los valores de IC50 se calcularon considerando los porcentajes de células viables.
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Determinacidn de especies reactivas de oxigeno (ensayo
ROS).

La deteccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) también se realiz6 por
citometria de flujo. Se sembraron células THP-1 (1 x 104 células/pocillo) en placas
de 48 pozos bajo las mismas condicionesy tratamientos previos. Después de la
incubacion con la lectina, las células fueron recuperadas por centrifugacion, se
lavaron con PBS y se incubaron con 10 pM de diacetato de 2'7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCHF-DA) durante 30 min a temperatura ambiente. El
DCHF-DA es desacetilado por la esterasa intracelular y convertido en 2'.7'-
diclorohidrofluoresceina no fluorescente (H2-CDF), que se oxida rapidamente al
compuesto altamente fluorescente 2'7'-diclorohidrofluoresceina (DCF) en
presenciade ROS. La fluorescencia se cuantific6 usando un citdmetro de flujo BD
FACS Verse TM (BD Biosciences, NY). Para los ensayos de deteccion de ROS, se
consideraron dos réplicas técnicas y los resultados se expresaron como niveles

relativos de acumulacion de ROS.

Analisis del potencial de membrana mitocondrial

Se sembraron monocitos THP1 en placas de 48 pocillos a unadensidad de 10.000
células por pocillo con las mismas condiciones y tratamientos previos. Los
monocitos fueron recolectados, lavados con PBS e incubados con 1 pug/mL de
rodamina 123 (Rho123) durante 15 min a 37 °C. Rho 123 se utiliz6 como unasonda
fluorescente para evaluar el potencial de membrana de las mitocondrias. La
acumulacion de Rho 123 en las mitocondrias esta relacionada con la viabilidad
celular. La fluorescencia se analiz6 por microscopia confocal (Nikon TiEclipse C2+,
Japon) con laseres de 488 nm. Las imagenes obtenidas con unaresolucion de 1024

x 1024 pixeles y un aumento de 20Xse analizaron con el software de imagenes NIS-
Element.

40



Ensayo de fragmentacién de ADN

La fragmentacion del ADN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
siguiendo el procedimiento de Park y Paul (1998). Se trataron aproximadamente
8000 células con 10 pg/mL de lectina PF2 durante 6 h. Posteriormente, las células
se lavaron con PBS y se sedimentaron por centrifugacion. Las células recuperadas
fueron incubadas con buffer de lisis TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA sédico 1 mM, pH
7,5, Triton X-100 al 0,25 % y ARNasa A al 0,2 %), durante 20 min a 37 °C. Después
se afiadiraproteinasa K al 0,2 % (Sigma Chemical)y se incubd durante 20 min mas.
Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,8 %
y tefiidas con Gel-Red (Biotium, EE. UU.). La visualizacién del ADN se realizé bajo
luz ultravioletaen un transiluminador UVP (Upland, CA) con el sistema de imagenes
Kodak Gel Logic 100.
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Caracterizacion fisica de monocitos THP-1 expuestos a la
lectina PF2

Fabricacion de chip microfluidico

Los chips fueron elaborados en el laboratorio Nacional de soluciones biomiméticas
para diagnostico y terapia de la UNAM con el protocolo que se describe a
continuacion. Los moldes maestros para el chip de microfluidica se fabricaron
mediante el proceso de litografia laser sin mascara, con resina fotosensible IP-S
sobre un sustrato de vidrio recubierto con una pelicula de Oxido de indioy estafio
(ITO), el chip se hizo de una resina de polidimetilsiloxano (PDMS). El disefio
consistié en un canal central de constriccion de 8 um de anchoy 250 um de largo,
ademas el canal de relajacién de 250 um de largo y 30 um de ancho hacia la salida,
la profundidad del chip fue de 30 um. Los canales de PDMS se unieron a un
portaobjetos de vidrio después del tratamiento con plasma de aire usando un

limpiador de plasma.

Tamano de Diametro celular

La distribucion del diametro celular de monocitos THP-1 se obtuvo mediante el
andlisis de micrografias en el software imageJ. Las imagenes de las células se
obtuvieron mediante microscopia optica (Olympus IX71). Para cada experimento se

reviso la viabilidad celular mediante azul de tripano.

Configuracion experimental del chip microfluidico.

El chip microfluidico se rellen6 con Etanol al 70% y se dej6é 15 minutosen luz UV
para ser esterilizado. Después se monté en un microscopio invertido (Olympus
IX71), la entrada del chip se conecté a una bomba de jeringa y la salida a una
manguera con un reservorio final. Como primer paso y para evitar adherencia, se

hizo pasar por el chip unasolucion de EDTA y Tripsina al 0.5%, a unavelocidad de
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flujo de 5 ml/h. El experimento consistié en incubar alrededor de 5000 células THP -
1 con 50 pg/mL de PF2 con medio RPMI al 1% SFB durante 3 h. Como control y se
utilizaron células no tratadas con la lectina. Posteriormente, los monocitos se
lavaron con solucidn salina comercial y se colectaron en unajeringa de 15 mL y se
introdujeron en el chip a unavelocidad de flujo de 1 mL/h. Un teléfono inteligente
con funcién de video en camara lenta fue colocado en los oculares del microscopio

y se capturaron imagenes a una velocidad de 240 fotogramas por segundo (fps).

Analisis de Video

Mediante el programa Traker se analizaron los videos de las células transitadas por
el chip. Se calcul6 el indice de deformacion en la entrada del canal de constriccion,
el tiempo de entraday la velocidad de transito de los monocitos THP-1 en diferentes

secciones a lo largo del canal.

indice de deformaciéon de monocitos THP-1

El grado de deformacién de una célula puede cuantificarse usando un indice de
deformacién, que se utiliza para caracterizar cambios en vesiculas o células
sanguineas bajo un flujo (Luo et al., 2015). El indice de deformacion se calculo a
partir de los datos de forma de la célula como:

ID = a/b

Donde ay b son largo y ancho de la célula (Figura 5) (Hymel, et al., 2020). Cada
indice de deformacién se calcul6 en la entrada del canal de constriccion, en el
momento que la célula entraba completamente en la seccion de constriccidén. Se
sometieron las células THP-1 a unaincubacién de 3 h con 50 pg/ml de lectina PF2
y el control con medio de cultivo solamente. Después se realizaron lavados a ambas
y se introdujeron al chip en solucion salina.
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Figura 5. A. Célula THP-1 en la regién de relajacion en el canal de microfluidica,
antes de entrar alaregion de constriccion.B. Seccionesde largo y ancho para tomar

en cuenta en el calculo del indice de deformacion.

Tiempo de entrada de las células THP-1 en el canal de
constriccion.

El tiempo de entrada de la célula completa en el canal de constriccion se calcul6 a
partir de los videos analizados en Traker. El tiempo cero se tom6 a partir que
aparece enfocadalacélulaen el primer fotograma en la entrada del canal. El tiempo
final se tomo al entrar la célula completa al canal de constriccion. En la figura 6 se
muestra la llegada de la célula a la regidon de constriccion y como entra
completamente al canal.
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Figura 6. Fotogramas (1-11) extraidos de uno de los videos capturados de las
células THP-1 tratadas con 50 pg/ml de PF2 conforme entra a la regién de

constricciéon del canal microfluidico.
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Perfil de velocidades de los monocitos THP-1 al transitar
por el canal de constriccion.

Los datos del movimiento de las células en el canal de constriccion se recopilaron
de los videos del teléfono inteligente a partir de los fotogramas analizados en Traker.
Para el analisis de los perfiles de velocidad, solo se consideré el canal de
constriccion, el cual tiene una longitud de 250 um y se dividié en 5 secciones. La
velocidad se calculé en cada seccion delimitada por cada 62.5 ym. Como se
muestra en la figura 7, se dividié el canal en 5 segmentos. Para el calculo de las
velocidades consistio en:

Xf —Xi

tf —ti

Xfy Xi: posicion final y posicion inicial respectivamente en la dimension de x

tf y ti: tiempo final y tiempo inicial respectivamente de las células transitadas entre
ambas secciones delimitadas.

La velocidad se registr6 como V1, V2, V3, V4 y V5 que fue calculada en cada

segmento respectivo. Se calculo la velocidad de las células tratadas con 50 pg/ml
de lectina PF2 por 3 h y las células sin tratar.

0 62.5 125 187.5 250

L J
Y

pum

Figura 7. Definicion de la seccidn transversal para calcular el perfil de velocidad de
las células THP-1 en el canal de constriccion utilizando cada segmento del 1 al 5.
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Analisis estadistico
Se realizé un andlisis de varianza unidireccional seguido de la prueba de Tukey-

Kramer a p < 0.05 utilizando el paquete estadistico NCSS version 12 (NCSS, LLC,
Kaysville, UT, EE.UU.).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, se estan explorando nuevos posibles medicamentos contra el
cancer que tengan efectos secundarios reducidos. La terapia biologica se presenta
como una alternativa, ya que utiliza las defensas del cuerpo en conjunto con
productos naturales derivados de plantas. Las lectinas son un ejemplo de estos
productos y poseen unanaturaleza versatil con diversas aplicaciones biomédicas,
antibacterianas, antifingicas, insecticidas y anticancerigenas (Suela-Rubio, 2008;
Lagarda-Diaz et al., 2017).

En este trabajo, se realizaron evaluaciones bioquimicas para determinar el efecto
anticancerigenodelalectinaPF2 en células THP-1. Paraello, se estudidla actividad
antiproliferativa mediante un ensayo de resazurina, se evaluo la induccion de
apoptosis, necrosisy especies reactivas de oxigeno mediante citometria de flujo, y
se determind el dafio al ADN gendmico mediante electroforesis de agarosa para
acidos nucleicos. Ademas, se comprobd el bio-reconocimiento de PF2 hacia THP-
1 y el dafio al potencial de membrana mitocondrial de células THP-1 en contacto
con PF2 mediante microscopia confocal de fluorescencia. Los resultados obtenidos
muestran la capacidad de unionde PF2 hacia células THP-1. Ademas, se realizaron
evaluaciones biofisicas mediante el uso de un dispositivo microfluidico, lo que
permitié comprobar como la lectina PF2 modifica las propiedades mecanobioldgicas
de las células THP-1.

Purificacion de lectina PF2

En colaboracion con el laboratorio de bioquimica de proteinas y glicanos en CIAD,
se purifico la lectina PF2 a partir de semillas de Palo fierro (Olneya tesota). La
purificacion de la lectina PF2 se realizO mediante cromatografia de afinidad,
siguiendo la metodologia propuesta por los colaboradores del laboratorio (Vazquez-

Moreno et al., 2000). Para cada experimento, se preparo unadisolucion de 2 mg de
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proteina en 1 ml de PBS. A continuacion, se realizaron las diluciones necesaras
para obtener concentraciones de 200, 150, 100, 50, 25y 12.5 ug/mL de la lectina
PF2, que serian utilizadas.

Caracterizacion celular y molecular de moncitos THP-1
expuestos a la lectina PF2

La lectina PF2 reconoce los monocitos THP-1

En este estudio, utilizamos PF2-FITC para visualizar la interaccion de la lectina PF2
con los monocitos THP-1 mediante microscopia confocal de fluorescencia. La
lectina PF2 pudo reconocer las estructuras de glicanos presentes en las células
THP-1. La figura8 mostro proyeccionesrepresentativas de lalocalizacion celularde

la lectina PF2 en las células THP-1. Ademds, las imagenes muestras la
internalizacion de PF2 en las células THP-1.

PF2

Control

Ambos Lectina PF2 marcada con FITC Campo claro

Figura 8. Micrografias de fluorescencia confocal se obtuvieron con un microscopio
confocal 20X. PF2 se incubé con 10 pg/ml de PF2 marcado con FITC vy el control
negativo se incubd con PBS. La emision de fluorescencia verde corresponde al
reconocimiento de los monocitos THP-1 por la lectina FITC-PF2.
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Se ha descrito previamente que PF2 se une a carbohidratos complejos del tipo
tetrasialilado triantenario (Vazquez Moreno et al., 2000). Ademas, se ha observado
que la lectina PF2 reconoce una serie de proteinas solublesy de membrana en el
intestino medio de Z. subfasciatus durante su desarrollo larvario. Algunos de los
objetivos de la lectina PF2 encontrados en Z. subfasciatus incluyen a-amilasa,
proton ATPasa tipo V, arginina quinasa, prohibitina, poliubiquitina, actina, helicasa
de ARN dependiente de ATP, subunidad alfa de ATP sintasa, peptidasa de
procesamiento mitocondrial, a-tubulina, receptor de odorante y citocromo c oxidasa.
Se sugiere que estas proteinas podrian ser objetivos potencialesque intervienenen
la toxicidad de la lectina (Lagarda Diaz et al., 2012; Lagarda Diaz et al., 2014;
Lagarda Diaz et al., 2017; Lagarda Diaz et al., 2020). Por lo tanto, PF2 podria estar
interactuando con receptores ortblogos humanos en las células THP-1. Sin

embargo, se requeririan mas estudios para identificar los receptores de PF2 en las
células THP-1.

Dado que la expresion de estructuras de glicano es un proceso dinamico que varia
durante las etapas de desarrollo celular y que se producen alteraciones en la
abundancia de carbohidratos especificos y patrones de glicosilacion en las células
cancerosas, seria interesante explorar si la lectina PF2 puede detectar
glicoconjugados especificos en monocitos cancerosos que estan ausentes en
monocitos no cancerosos. De hecho, las lectinas vegetales se han utilizado para
distinguir entre células cancerosas y células normales (Konozy et al., 2022). Se ha
descubierto que algunas lectinas actian como biomarcadores para el diagnoéstico
de cancer, mientras que otras ejercen actividad antiproliferativa después de unirse
a los respectivos receptores del glucocéliz. Por ejemplo, se ha descubierto que la
aglutinina l de Ricinus communis (RCA-1) se une alas células de cancer de mama
de manera proporcional al estadio de la metastasis tumoral (Zhou et al., 2015). Las
lectinas con especificidad hacia los epitopos glicosilados se han utilizado en el
entorno clinico como herramientas de deteccién de patologias. Jacalina es una
lectina de unidn especifica a galactosa aislada de Artocarpus integrifolia. Esta
lectina acomoda los antigenos Ty Tn en su sitio de union extendido y, por lo tanto,

se ha utilizado como un buen candidato para la deteccion histoquimica de células
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cancerosas. La deteccion de células tumorales mediante lectinas es una
herramienta viable para el diagndéstico (Jeyaprakash et al., 2002; Tachibanaet al.,

2006). Por tanto, merece la penaestudiar el cribado de la actividad antiproliferativa
de las lectinas.

PF2 inhibe la proliferacion e induce la apoptosis de las
células THP1

Los tratamientos con la lectina PF2 redujeron significativamente la viabilidad celular
en comparacion con el control, lo que sugiere que la lectina PF2 tiene un efecto
citotoxico en las células THP-1 dependiente de la concentracion. Lafigura9 muestra
el porcentaje de viabilidad de las células THP-1 tratadas con la lectina después de

24 horas de exposicion.
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Figura9. Laviabilidad de las células THP-1 tratadas con concentraciones crecientes
de PF2 durante 24 h. La viabilidad celularse presenta como el porcentaje de células
viables normalizadas a células no tratadas (control) (al 100%). Las barras
representan las medias de los porcentajes de viabilidad celulary la desviacién

estandar de los triplicados. Literales diferentesindican diferencias significativas (p
<0.05).

Para comprender el mecanismo implicado en la citotoxicidad de la lectina PF2,
decidimos evaluar la induccién de muerte celular programada en células THP-1

tratadas con la lectinamediante citometria de flujo utilizando yoduro de propidio PE -
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A y anexina V FITC-A como fluoréforos. EI marcaje de las células con estos
fluoroforos genero distintos patrones de fluorescencia que fueron detectados por

citometria de flujo y se organizaron en cuatro cuadrantes (Q) representando
diferentes poblaciones celulares:

Q1: representa células no viables que han perdido la integridad de la membrana.
Q2: células en apoptosis tardia.

Q3: células en apoptosis temprana

Q4: células viables.

Como se muestra en la Figura 10, el tratamiento de células THP-1 con la lectina
PF2 condujo aumentos significativos en las poblaciones de células apoptéticas
tempranas y tardias en comparacion con las células no tratadas. Especificamente,
con la concentracion mas alta de lectina de 200 pg/mL, la poblacién de células no
viables alcanzé su valor mas alto y el porcentaje de células viables cay6 por debajo
del 30%. El valor de IC50 calculado paralalectinaPF2fue de 117,43 £ 19,5 pg/mL.
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Figura 10. Analisis de citometria de flujo de monocitos THP1 expuestos a lectina
PF2 utilizando marcaje fluorescente con anexina V-FITC y yoduro de propidio. El
control negativo consta de células tratadas con PBS. A. Diagramas de cebra
representativos. B. Porcentajes de poblacion celularen cada uno de los cuadrantes
de los diagramas de puntos de citometria de flujo. C. Porcentajes de células viables
y no viables. Las barras representan las medias + DE (n=3). Diferentes literales
entre cuadrantes indican diferencias significativas (p < 0.05) contra el control no

tratado.

Los resultados mostraron que PF2 afecto la viabilidad de los monocitos THP-1. Las
moléculas anticancerigenas potenciales deben cumplir con el requisito principal de
ser citotbxicas para las células cancerosas, las cuales han desarrollado
mecanismos para prevenir la muerte celular. Este es el primer estudio que revela la
citotoxicidad de la lectina PF2 en las células cancerosas. Se ha informado que
ciertas lectinas desencadenan citotoxicidad, apoptosis 0 necrosis en las células
cancerosas (Faheina Martins et al., 2012; Konozy et al., 2022). Por ejemplo, las
lectinas especificas de quitinaaisladas de Benincasahispida (BhL)y Datura innoxia
(DiL9) detuvieron la proliferacion de las células de cancer de pancreas humano

(Singh et al., 2016). De manera similar, la lectina DLasiL de Dioclea sclerocarpa
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exhibié una potente actividad anticancerigena al detener el crecimiento en lineas
celularesde tumores de ovario y prostata (Gondimet al., 2017). Unalectinade union
a manosapurificadadel tubérculo Pinelliapedatisecta condujoala muerte de lineas
celulares de carcinoma hepatocelulary de pulmoén (Lu et al., 2012). Ademas, una
lectina de Pinelliaternata inhibi6 el sarcoma y la proliferacion de células HeLa (Zuo
et al., 2012). El valor de IC50 de PF2 (117.43 £ 19.5 ug/mL) se comparan con otras
lectinas vegetales en varias lineas celulares cancerosas (ver Tabla 2, revisada por

Jiang et al., 2015). Se requieren estudios adicionales para abordar la relacién entre
especificidad y toxicidad de las lectinas vegetales.
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Tabla 2. Valores IC50 de lectinasde leguminosas contra lineas celularesde cancer.

Lectina Linea celular de cancer I1Cs0 (Mg/mL)
Astragalus monghlicus lectina | HelLa, K562, and MG63 0.08
(AMM)L
Bauhinia ungulata lectina (BUL) HT-29 0.16
Calliandra  surinamensis  lectina | K562 0.67
(Casul) T-47D 0.58
Dioclea lasiocarpa lectina (DLasiL) A2780 0.0065
A549 0.01037
MCF-7 0.127
PC3 0.027
Dioclea violacea lectina (DVL) Rat C6 glioma 0.58
Glycine max lectina (SBL) Hela 0.06
Hep2 0.02
HepG2 0.04
MDA MB 0.04
U373 MG 0.051
Lotus corniculatus lectina (LCL) THP-1 0.039
HOP62 0.05
HCT116 0.06
Moringa oleifera lectina (cMoL) B16-F10 2.58
Sophora alopecuroides lectina (SAL) | HelLa 0.249
Phaseolus acutifolius lectina (TLF) 3T3/-mos 0.27
Phaseolus acutifolius lectina (TBL) Sw480 0.84
C33-A 0.4
Phaseolus vulgaris lectina (PHA) Tumor linfoide 7.0
Phaseolus vulgaris cv. Frijol comun | HONE1 0.672
lectina (WKBL) HepG2 0.6
MCF7 0.127
Olneya tesota THP-1 0.117
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Para elucidar parcialmente el mecanismo por el cual PF2 ejerce un efecto anti-
proliferativo en las células THP-1, estudiamos la via de muerte celular de células
THP-1 tratadas con PF2, asi como la induccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), dafio en el gDNA, y la despolarizacion de la membrana mitocondrial. La via
principal por la cual la lectina PF2 induce la muerte celularen las células THP-1 es
la apoptosis, confirmada por la liberacion de fosfatidilserina hacia el exterior de las
membranas celulares, lo que permite la unién de la anexinaVV marcada con FITC,
detectada por citometria de flujo. En este estudio, todas las poblaciones celulares
mostraron unavariacion significativaen comparacion con el control en presencia de
PF2, lo que confirma el efecto apoptotico de esta lectina en las células estudiadas.
A concentraciones de 12,5 a 100 pg/mL, la poblacién mas grande de células
apoptoticas cayd en apoptosis temprana. Esto indicaque la lectina PF2 induce la
muerte de las células THP-1 a través de un proceso programado. Ademas, se
observé un mayor numero de células necréticas en la concentracién mas alta de
200 pg/mL. Por lo tanto, la via de induccion de muerte celular también esta
influenciada porlaconcentracién delectinautilizada.Lanaturalezade los inductores
de muerte celular puede ser diversa. Por ejemplo, el mismo inductor puede activar
tanto la necrosis como la apoptosis dependiendo de la concentracion, el tiempo de
incubacion, eltipo de célulacancerosay la etapa de desarrollo celular (Thompson,
1979).

Lalectina PF2 induce la fragmentacién del ADN, la produccién de ROSy la

pérdida potencial de la membrana mitocondrial en las células THP-1

Con el fin de determinar los eventos que conducen a la apoptosis inducida por PF2
en THP-1, se monitore6 laintegridad del ADN gendmicoy la acumulacién de ROS.
En la Figura 1l se muestra que PF2 induce la degradaciéon del ADN en las células
THP-1 incluso a concentraciones tan bajas como 10 pug/mL, lo que se evidencia por
unaaparienciasimilaraunaescalera en un gel de agarosa, en lugarde unamancha
de banda indicativa de una descomposicion aleatoria del ADN, como ocurre en la

necrosis. EI ADN de las célulastratadas con PBS permanecio intacto, y se utilizaron
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H202 y dexametasona como controles positivos, ya que son inductores conocidos
de la fragmentacion del ADN y la apoptosis.

Figura 11. Analisis de fragmentacion del ADN gendmico en células THP-1 tratadas
con PF2durante6 h.Lineal = ADN de célulastratadas con PBS (control negativo);
linea 2 = ADN de células tratadas con H202 10 mM; linea 3 = ADN de células
tratadas con dexametasona 10 mM; linea4 = ADN de célulastratadas con 10 pg/mL
de lectina PF2.

Las ROS desempefian un papelimportante en lainduccion de laapoptosis en varios
tipos de células. En el caso de las células THP-1, se observé un aumento en la
acumulacion de ROS dependiente de la concentracién al incubarlas con diferentes

concentraciones de lectina PF2 (Figura 12). A unaconcentracion de 200 pg/mL, la
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lectina PF2 indujo un aumento en los niveles de ROS en comparacion con las

células no tratadas.
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Figural2. Acumulacionrelativade ROS en monocitos THP-1 expuestos a diferentes
concentracionesdelectinaPF2. A. Medicion de ROS por citometria de flujoseguida
de la reaccién de diclorofluoresceina fluorescente (DFCA). B. Histogramas
representativos de unidades de intensidad de fluorescencia (MFI) media £ SD de
DFCA (en el canal FITC-A). Los valores se expresan como IMF en 1x104
Acumulacionrelativade ROS considerandolosnivelesbasales de ROS como punto

de comparacion. Literales diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

En la via intrinseca de la apoptosis, la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial se considera un evento temprano en el proceso apoptotico. La
rodamina 123 (Rho 123) es un colorante de carbocianina catiénico que se acumula
en las mitocondrias con un potencial de membrana funcional. Se observé que las
células tratadas con lectina PF2 mostraron un potencial de membrana mitocondrial
significativamente mas bajo, expresado en unidades arbitrarias de fluorescencia, en

comparacion con las células no tratadas (Figura 13).

59



Lectina PF2
0 pg/mL 12.5 ug/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

1600
1400
1200 *

(2]

1000
800 e d

600
400 .
200 2 a
0+ . . : m

0 125 25 50 100 200
Lectina PF2 (ug/mL)

Intensidad de
fluorescencia (u. a.)

n=4, *Diferencia significativa

Figura 13. Efecto de la lectina PF2 sobre el potencial de membrana mitocondrial
THP-1. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de monocitos THP-1
tefiidoscon rodamina 123 con un aumento de 20x (A) y 40x (B). Unidades arbitrarias
de intensidad de fluorescencia (C). Una disminucion en la intensidad de la
fluorescenciaindicala pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Las barras
representan las medias + DE (n=4). Literales diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05).

La evidencia encontrada hasta el momento en este trabajo, incluyendo la
acumulacion de ROS, la fragmentacion del ADN y la pérdida del potencial de la
membrana mitocondrial sugiere una activacion intrinseca de la apoptosis. Sin
embargo, seria necesario evaluar la expresion de la caspasa 9 y el factor de
necrosis tumoral para corroborar estos hallazgos. Los niveles excesivos de ROS
pueden afectar la integridad de la membrana celular, alterar las proteinas y la
dindmica del citoesqueleto, y causar dafios en el ADN, lo que se conoce como
estrés oxidativo (Molavian et al., 2016). Muchos medicamentos contra el cancer

demuestran ser citotoxicos para las células cancerosas debido a su capacidad para
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aumentar drasticamente la generacién de ROS a niveles dafiinos (Gorrini et al.,
2013).

Nuestros resultados sugieren que la citotoxicidad de PF2 esta mediada por la
produccion intracelular de ROS. De hecho, se sabe que las ROS patrticipan en las
primeras etapas de la apoptosis e inducen la despolarizacién de la membrana
mitocondrial. Las ROS pueden causar dafios graves en moléculas celulares
fundamentales como lipidos, proteinas y ADN (Ravindran et al.,, 2011). A
concentraciones 10 veces mas bajas que la IC50, la lectina PF2 promovié la
fragmentacion de la cadena de ADN gendmico en las células THP-1, que es un
evento caracteristico de la apoptosis. La literatura ha demostrado que la lectina Con
A de las leguminosas induce apoptosis en macrofagos PU5-1.8 de ratones, con
fragmentacion del ADN a 25 pg/mL vy liberacion de citocromo-c (Suen et al., 2000).
El citocromo-c se libera intracelularmente tras la pérdida de la integridad de la
membrana mitocondrial. PF2 promovié la pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial en las células THP-1 de manera dependiente de la concentracion,
similar al efecto observado para la lectina Con A en las células MOLT-4 (Faheina
Martins et al., 2012). Después de corroborar el efecto citotoxico de lalectina PF2 en
las células THP-1, continuamos plasmando los resultados y discusiones obtenidos

de las evaluaciones biofisicas en este trabajo.

Caracterizacion fisica de monocitos THP-1 expuestos a la
lectina PF2

Chip microfluidico

Los dispositivos microfluidicos se fabricaron mediante un molde maestro utilizando
el proceso de litografia laser sin mascaras, con resina fotosensible IP-S sobre un
sustrato de vidriorecubierto con unapeliculadeITO. Se fabricaron moldes de resina
epoxicay se utilizaron para crear réplicas de PDMS que se sellaron en cubreobjetos

de vidrio. El volumen de PDMS utilizado para las réplicas de los moldes fue de
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aproximadamente 2 a 3g. Se realizaron orificios de entrada y salida en los chips de
PDMS, que se sellaron permanentemente en los cubreobjetos de vidrio (Figura 14).

Figura14. Chip de Poli Dimetil Sulféxido (PDMS) sellado en cubreobjetos de vidrio

y sus orificios de entrada y salida.

Los canales en el interior del chip microfluidico se lograron fabricar con las medidas
planteadas para ejercer una fuerza de deformaciéon a una sola célula y poder
calcular su deformacion morfolégica bajo un flujo hidrodinamico controlado. El
dispositivo se observa en la figura 15 por microscopia 6ptica. El chip se conecto al
reservorio de células THP-1 tratadas con PF2 y sin tratar. Ademas, el chip se
manipulo con delicadeza por lo fragil del material y en ocasiones se montd sobre

otro portaobjetos.

62



4)

Figura 15. Chip microfluidico. Canal de constriccion visualizado por microscopia
Optica. a) Vista general, la flecharoja indicaunaburbuja embebida en la zona de
entrada. Barra de escala blanca de 500 um. b) Detalle del canal central, barra negra
de escala de 100 ym. 1) Radio de entrada de 250 uym, 2) ancho de 30 ym, 3) ancho
de 8 uym, 4) largo de 250 ym.

Diametro celular

La morfologia de las células THP-1 se observd antes de ser inyectadas en el chip
de microfluidica mediante microscopia Optica. Las micrografias se analizaron
utilizando ImageJ y se obtuvo un rango de didametros celulares entre 11y 23 um
(Figura 16). Se determin6 un diametro promedio de aproximadamente 18 pm.
Ademas, se realizaron una serie de medidas en dos dimensiones en cada célula,

denominadas alturay longitud inicial. En la tabla 3 se muestran las caracteristicas
de las células utilizadas en esta investigacion.
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Tabla 3. Caracteristicas del tamafo de las células THP-1.

Promedio (um) [SD
Largo (x) |17.4239783 2.08890045
Ancho (y)|19.0434967 3.046879

Frecuencia

Diametro celular (um)

Figura 16. Histograma de distribucion de tamafios de las células THP-1 tomando

el diametro celular en condiciones esféricas.

Las células THP1 se inyectaron al chip microfluidico para evaluar algunas

propiedades fisicas como indice de deformacion, tiempo de entrada al canal de

constriccion y perfil de velocidad. Inicialmente, las células THP-1 fueron tratadas
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con 10 pg/mL y 117,43 pg/ml esta ultima por ser la IC50 calculada en experimentos
anteriores. Sin embargo, no hubo cambios significativos en las propiedades fisicas
con la concentracion de 10 pg/mL y con la IC50 las células se aglomeraron en la
entrada del canal microfluidico impidiendo el transito. Por lo tanto, se uso la

concentracion de 50 pg/mL de la lectina PF2 por 3 h para obtener los parametros
fisicos de las células THP-1.

indice de deformacién, tiempo de entrada y perfiles de
velocidad de los monocitos THP-1 en el canal de
constriccion.

El indice de deformacién se calcul6 en la entrada del canal de constriccion, en el
momento que la célula entraba completamente en la seccion de constriccion. Las
células THP-1 se incubaron por 3 h con 50 ug/ml de lectina PF2 y el control con
medio de cultivo solamente. Después se realizaron lavados con solucion salinay se
introdujeron al chip. La seccion transversal del canal microfluidico y el caudal se
mantuvieron constantes para las células con y sin lectina PF2, de modo que el

numero de Reynolds de ambas muestras se puede considerar constante.

Algunos medicamentos van encaminados a desestabilizar filamentos de actina en
las células de cancer y por consiguiente cambios en la biomecanica celular para
hacer mas dificil la propagacion de células cancerosas, fendbmeno llamado
metastasis. En ese sentido, muchos farmacos buscan aumentar larigidezde células
tumorales y por consiguiente evitar la metastasis. En ese sentido, la lectina PF2
mostrd un efecto contrario al aumentar el indice de deformacion en las células THP-
1 con respecto al control (Figura 17). Lo anterior indica que PF2 puede ocasionar
un estimulo en células THP-1 que ocasione un incremento en la deformacién.
Resultados similares se han reportado para farmacos anticancerigenos. Por
ejemplo, en las células de cancer de ovario OVCAR-3 se observé un aumento
significativo en la elasticidad después del tratamiento con el compuesto
anticancerigeno equinomicina (Ech) (Mengdan Chen et al, 2020). Un

comportamiento similar se observo en células de cancer de mama MCF-7 expuestas
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a paclitaxel durante 24 horas (Kaffas et al. 2013). Por el contrario, hay farmacos que
pueden disminuir la elasticidad en células tumorales. Por ejemplo, en células de
cancer de ovario resistentes al cisplatino (OVCARS-CisR) se observdé una
disminucién en su elasticidad después de un tratamiento con el farmaco (Sharma et
al.,, 2012). También, se reporta la muerte celular inducida por quimioterapia
(doxorrubicina y dexametasona) aumenta la rigidez de las células de leucemia

linfoblastica aguda y leucemia mieloide aguda (Yallapu et al., 2015).

Asimismo, se determin6 el tiempo de entrada de las células en el canal de
constriccion y se observo que las células tratadas con PF2 les tomo mas tiempo
entrar al canal de constriccion (Figura 18). Estos resultados pueden estar
relacionados con la citoadherencia de la célula con la lectina PF2 al material que
provoque una mayor deformacién y un mayor tiempo de entrada al canal de
constriccion. Sin embargo, para explicar el motivo por el cual las células son mas
deformables es necesario realizar estudios a nivel molecular del citoesqueleto de
las células y medir la adherencia de las células con el polidimetilsulfoxido para
dilucidar cualquier tipo de interaccion entre ellos. Es importante mencionar el papel
que juegan las propiedades mecanicas en las células hematopoyéticas, como los
monocitos. Ya que la deformacidén en monocitos es de gran importancia debido a su
capacidad de transitar por capilares sanguineos de tamafo angosto. Mediante este
chip se podria determinar la deformacion entre células normales y de cancer para

establecer parametros de diagnaostico.
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Figura 17. Promedio del indice de deformacién de las células THP-1 al entrar
completamente al canal de constriccidn. Las células fueron tratadas con 50 pug/ml

de lectina PF2 por 3 h y el control con medio de cultivo. *Diferencia significativa (p
<0.05).

67



16

=Y -
N B

X
o

Tiempo de entrada al canal de constriccidn (seg)

7//////////////////////////////4*

Contro (sin lectina) Lectina PF2

CélulasTHP-1
N=22 p<0.05

Figura 18. Promedio del tiempo de entrada de las células en la regién de
constriccion. Células tratadas con 50 pg/ml de lectina PF2 por 3h y control sin

lectina. *Diferencia significativa (p < 0.05).

Algunos estudios se han centrado en el tiempo de entrada y el tiempo de transito de
las células en un canal de constriccidn, y el analisis ha definido criterios que tipifican
lineas celulares especificas. Las diferencias en propiedades mecanicas se evaluan
mediante la comparacion de perfiles de velocidad, que es una nueva medida de la
capacidad mecanica (Ren et al., 2017). En este estudio, se comparé la velocidad de
las células THP1 transitadas por el canal de constriccion y se encontr6 que lalectina

PF2 reduce la velocidad de transito de las células THP-1 por el canal de constriccion
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en el dispositivo microfluidico en comparacion con las células no tratadas (p < 0.05)
(Figura 19). Ademas, en las diferentes secciones transversales se calcularon las

velocidades promedio. La mayor diferencia de velocidad se encontrd en la seccion
V2 y V5 de la longitud del canal de 62.5 y 250 um respectivamente (Figura 20).
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Figura 19. Promedio de las velocidades de las células THP-1 transitadas por el canal
de constriccion incubadas por 3 h con 50 pg/ml de la lectina PF2 y control.

*Diferencia significativa p<0.05
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Figura 20. Grafica de velocidades de las células THP-1 por el canal de constriccion
tratadas con 50 pg/mL de lectina PF2 y control sin tratamiento en diferentes puntos

de la dimension x. Perfiles de velocidad de secciéon transversal del canal de
constriccion.

El perfil de velocidad de las células depende de la presién del fluido, el caudal y la
geometria de las células. Mediante el estudio de la velocidad promedio en cada
seccion y la diferencia de velocidad entre los diferentes segmentos, podemos
diferenciar caracteristicas mecanicas. Por ejemplo, en un estudio con células de
cancer de mama MDA-MB-231 muestran una relacion entre la velocidad y la
deformacion. El estudio sugiere que células mas deformables alcanzan velocidades
mas altas en los canales de constriccion (Ren, 2017). Sin embargo, en nuestro
trabajo no se encontr6 ese comportamiento ya que las células THP-1 tratadas con
PF2 mostraron una velocidad menor que las células no tratadas. Por lo tanto, es
necesario complementar la investigacion de las propiedades mecanicas de las
células THP-1 con otras técnicas para dilucidarbien el mecanismo de accién de la

lectina PF2 en THP-1, por ejemplo, mediante microscopia de fuerza atomica.
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CONCLUSION

En este trabajo se mostré el potencial anticancerigeno de la lectina PF2 hacia
monocitos THP-1. PF2 indujo la muerte celular mediante via apoptética
caracterizada por la fragmentacion del ADN, la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y el aumento de la produccion de ROS. Dado que las células
cancerosas a menudo evitan la apoptosis al silenciar proteinas y marcadores
apoptéticos, el hechode que PF2 induzcala apoptosis en las células THP -1 sugiere
que esta lectina puede desempefiar un papel fundamental en la patogénesis
molecular de la leucemia. Ademas, PF2 promovié cambios en las propiedades
mecanicas de monocitos THP-1, lo cual es un campo escasamente explorado para
lectinas. Por lo tanto, este trabajo no solo contribuye al descubrimiento de moléculas
de origen natural con actividad antitumoral si no también al estado del arte de las
propiedades biomecéanicas de células tumorales. En ese sentido es importante
llevar a cabo futurasinvestigaciones paraavanzar en la viabilidad terapéuticade los

tratamientos contra el cancer basados en lectinas con un enfoque multidisciplinario.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Identificar los receptores glicosilados de los monocitos THP-1 reconocidos
por la lectina PF2.

Realizar estudios citotdxicos y biomecanicos en monocitos de sangre
periférica.

Realizar estudios a nivel transcrito y gendmico de la expresién de la familia
de las caspasas, metaloproteinasas MMP, ruta Bcl-Bax y ruta Ras-Raf. Con
la finalidad de dilucidar el mecanismo completo de la lectina PF2.

Realizar estudios de la activacion de las rutas de citocinas en monocitos
THP1 en contacto con la lectina PF2.

Disefiar y fabricar un sensor usando la lectina PF2 inmovilizada en un

dispositivo microfluidico para el diagnostico oportuno de cancer mediante la
interaccion lectinas-N-glicoproteinas.
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Acute monocytic leukemia is a type of myeloid leukemia that
develops in monocytes. The current dlinical therapies for
leukemia are unsatisfactory due to their side effects and
nonspecificity toward target cells. Some lectins display anti-
tumor activity and may specifically recognize cancer cells by
binding to carbohydrate structures on their surface. Therefore,
this study evaluated the response of the human monocytic
leukemia cell lines THP-1 to the Olneya tesota PF2 lectin. The
induction of apoptosis and reactive oxygen species production
in PF2-treated cells was evaluated by flow cytometry, and the

lectin-THP-1 cell interaction and mitochondrial membrane po-
tential were evaluated by confocal fluorescence microscopy.
PF2 genotoxicity was evaluated by DNA fragmentation analysis
via gel electrophoresis. The results showed that PF2 binds to
THP-1 cells, triggers apoptosis and DNA degradation, changes
the mitochondrial membrane potential, and increases reactive
oxygen species levels in PF2-treated THP-1 cells. These results
suggest the potential use of PF2 for developing alternative
anticancer treatments with enhanced specificity.
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Acute monocyticleukemiais a type of myeloid leukemiathat develops in monocytes.
The currentclinical therapiesforleukemiaare unsatisfactory dueto their side effects
and nonspecificity toward target cells. Some lectins display antitumor activity and
may specifically recognize cancercells by binding to carbohydrate structures on their
surface. Therefore, this study evaluated the response of the human monocytic
leukemia cell line THP-1to the Olneyatesota PF2 lectin. The induction of apoptosis
and reactive oxygen species production in PF2-treated cells was evaluated by flow
cytometry, and the lectin-THP-1 cell interaction and mitochondrial membrane
potential were evaluated by confocal fluorescence microscopy. PF2 genotoxicity
was evaluated by DNA fragmentation analysis via gel electrophoresis. The results
showed that PF2 binds to THP-1 cells, triggers apoptosis and DNA degradation,
changes the mitochondrial membrane potential, and increases reactive oxygen
species levels in PF2-treated THP-1 cells. These results suggest the potential use
of PF2 for developing alternative anticancer treatments with enhanced specificity.

Keywords: Acute myeloid leukemia, THP-1 cells, PF2 lectin, Anticancer, Cytotoxic,
Apoptosis.

Introduction

Cancer is a major public health problem worldwide, causing an estimated 24.5
million incidentcases and 9.6 million deaths reported globally [1]. Leukemiais a type
of cancer that develops due to the malignant transformation of pluripotent
hematopoietic stem cells that can give rise to both myeloid and lymphoid precursors.
Leukemic blasts can undergo clonal expansion and proliferation, promoting
alterations in the function and development of normal blood components and their
replacement by malignant cells, which can ultimately lead to clinical symptoms [2].

Despite advances in leukemia treatments, a combination of chemotherapy,
radiotherapy, and allogeneic stem cell transplantation remains the standard
therapeutic regimen for eligible candidates. However, many patients are unable to
tolerate such regimens and have a particularly poor prognosis [3]. Although
chemotherapy has reduced morbidity and mortality rates [1], current
chemotherapeutic agents have nontargeted systemic distribution and can damage
healthy cells, possibly leading to side effects and other clinical complications and
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even decreasing quality of life in terminal cancer patients. Hence, there is a need for
the discovery of new anticancerdrugswith higherspecificity toward cancer cells and
less severe harmful side effects [4-7].

Tumor cells often exhibit a glycosylation pattern rich in sialylated glycans, which
differs from that observed in normal cells. Abnormal glycosylation plays a vital role
in cancer cell proliferation, invasion, and migration [8,9]. Some lectins can bind to
glycan structures on tumor cells and exert an antiproliferative effect. Lectins are
proteins of nonimmune origin that can recognize and bind to simple or complex
carbohydrates in a reversible and highly specific manner. A few lectins isolated from
legume plants, such as those of the Viciagenus, Phaseolus vulgaris, Glycine max,
and Pisum sativum, have been reported to display anticancer activity through
induction of apoptosis-induced cell death [10-15]. Therefore, screening the
antiproliferative potential of novel lectins with recognition specificity for cancer cells
may lead to the development of targeted anticancer therapies.

The PF2 lectin, isolated from the seeds of the desert wild legume Olneya tesota
(desert ironwood), is toxic to the Zabrotes subfasciatus beetle and displays
recognition specificity for triantennary tetrasialylated glycans [16]. Furthermore, the
expression of proteins recognized by PF2 varies according to the life cycle stage of
the insect[17]. Interestingly, the sialylation levels and profiles of siaoglycoconjugates
on the surface of and within THP-1 monocytes vary during differentiation into
macrophages and subsequent polarization [18].

Considering that acute myeloid leukemia is characterized by alterations in the
monocyte lineage and development, this study aims to explore the antitumor
potential of PF2 by evaluating its capacity to recognize human acute leukemia cell
and exert an antiproliferative effect and to advance the understanding of its
mechanism of action using the monocytic THP-1 cell line as a model in vitro.

Results and Discussion
PF2 lectin recognizes THP-1 monocytes

The cellulardistribution of PF2 lectin was explored using confocal microscopy. FITC-
labeled PF2 was tested for its binding capacity to THP-1 cells. Figure 1 shows
representative images of the cellularlocalization of PF2 lectin in THP-1 cells. PF2
lectin was internalized into THP-1 cells, demonstrating the presence of the
tetrasialylated complex glycan structure type thatis recognized by this lectin.

93



PF2

Control

Merge PF2 lectin staining with FITC Bright field

Figure 1. Confocal fluorescence image of THP-1 monocytes in the presence of PF2.
Confocalfluorescenceimageswere obtained with a confocal microscope with a 20X
objective. THP-1 cells were incubated with 10 pg/mL FITC-labeled PF2, and the
negative control cells were incubated with PBS. The emission of green fluorescence
corresponds to THP-1 monocyte recognition by FITC-PF2 lectin.

In this study, we used fluorescently labeled FITC-PF2 to visualize the interaction
between THP-1 monocytes and PF2 lectin by confocal fluorescence microscopy.
PF2 lectin was able to recognize glycan structures foundin THP-1 cells. PF2 has
been described to bind to complex carbohydrates of the triantennary tetrasialylated
type [19]. Additionally, PF2 lectin was able to recognize a number of soluble and
membrane proteins in the Z. subfasciatus middle intestine during larval
development. The PF2 lectin targets identified in Z. subfasciatus included a-
amylase, the V-type proton ATPase, arginine kinase, prohibitin, polyubiquitin, actin,
ATP-dependent RNA helicase, ATP synthase subunit alpha, mitochondrial-
processing peptidase, a-tubulin, the odorant receptor, and cytochrome c oxidase
[15, 16, 20, 21]. This suggests that these proteins could potentially mediate lectin
toxicity. Thus, PF2 could interact with the orthologous receptors on human THP-1
cells. However, further studies are necessary to identify PF2 receptors on THP-1
cells.

Since the synthesis of glycan structures is a dynamic process that varies across
cellular developmental stages, and alterations in the abundances of specific
carbohydrates and in glycosylation patterns occur in cancer cells, it would be
interesting to explore whether PF2 lectin can recognize specific glycoconjugatesin
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malignant monocytes that are absent on nonmalignant monocytes. In fact, plant
lectins have been used to distinguish between cancer cells and normal cells [22].
Some lectins have been foundto act as biomarkers for cancer diagnosis, while
others exhibit antiproliferative activity after binding to their respective glycocalyx
receptors. For instance, the binding of Ricinus communis agglutinin | (RCA-1) to
breast cancer cells was foundto be proportional to the stage of tumor metastasis
[23]. Lectins with specificity toward glycosylated epitopes have been used in the
clinical setting as pathology detection tools. Jacalin is a galactose-specific binding
lectin isolated from Artocarpus integrifolia. This lectin accommodates both T and Tn
antigens in its extended binding site and therefore has been used as a good
candidate for histochemical detection of cancer cells. Lectin detection is a feasible
approach for cancer detection because of the proficiency of lectin in binding to
specific carbohydrates in cancer cells [24, 25]. Therefore, screening the
antiproliferative activity of lectins is worthwhile.

PF2 inhibits the proliferation and induces the apoptosis of THP1 cells

PF2 lectin treatment significantly reduced cell viability with respect to that of control
cells, suggesting that PF2 lectin exerts a cytotoxic effecton THP-1 cellsin a linear
concentration-dependentmanner. Figure 2 shows the percentages of viable lectin-
treated THP-1 cells after 24 h of exposure.
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Figure 2. The viability of THP-1 cells was evaluated after treatment with increasing
concentrations of PF2 for 24 h. Cell viability was quantified as the percentage of
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viable cells normalized to the percentage of viable cells in the untreated (control)
group (100%). The bars indicate the mean cell viability percentages, and the error
bars indicate the standard deviations calculated from triplicates. The differentletters
indicate significant differences (p < 0.05).

To understandthe mechanisminvolvedin the cytotoxicity of PF2 lectin,we evaluated
the induction of programmed cell death in lectin-treated THP-1 cells by flow
cytometry with propidium iodide PE-A and Annexin V-FITC-A. The labeling of cells
with these fluorophores allows the generation of distinct fluorescence patterns that
can be detected by flow cytometry and can then be organized and plotted in four
quadrants (Q) representing differentcell populations: Q1 contains nonviable cells,
which have lost membrane integrity; Q2 contains the population of late apoptotic
cells; Q3 contains early apoptotic cells; and Q4 contains viable cells.

As shown in Figure 3, treatment of THP-1 cells with PF2 lectin led to significant
increasesin the populations of early and late apoptotic cellswith respect to untreated
cells. In particular, after treatment with the highest tested lectin concentration of 200
ug/mL, the population of nonviable cells peaked, and the percentage of viable cells
fell below 30%. The calculated IC50 value for PF2 lectin was 117.43 £ 19.5 pg/mL.

Numerous studies have shown that induction of apoptosis via the activation of
multiple caspases is a common mechanism of various lectins. Therefore, the next
step was to analyze the effect of PF2 treatment (117.4 ug/ml; 3 h) on the expression
of caspases that initiate apoptosis. No significantchangesin the expression levels
of caspase 8 and caspase 9 were triggered in cells by a 3-h incubation with PF2
(Figure S1). It is necessary to evaluate whether the expression of these caspases
increases with varying exposure times.
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Figure 3. Flow cytometric analysis of THP1 monocytes exposed to PF2 lectin using
fluorescence labeling with annexin V-FITC and propidium iodide. The negative
control group consisted of PBS-treated cells. A. Representative zebra plots. The
quadrants contain nonviable (Q1), late apoptotic (Q2), early apoptotic (Q3), and
viable (Q4) cells. B. Percentages of the cell population in each of the quadrantsin
the flow cytometry dot plots. C. Percentages of viable and nonviable cells. The bars
indicatethe means + SDs (n=3). The differentletters correspondingto the quadrants
indicate significant differences (p < 0.05) compared with the untreated control.

Our results showedthat PF2 affected THP-1 monocyte viability. Potential anticancer
molecules must fulfill the main requirement of cytotoxicity toward cancer cells, which
have developed mechanismsto prevent cell death. This is the first study revealing
the cytotoxicity of PF2 lectin to cancer cells. Certain lectins have been reported to
trigger cytotoxic effects, apoptosis, or necrosis in cancer cells[22, 26]. For example,
chitin-specific lectins isolated from Benincasa hispida (BhL) and Datura innoxia
(DiL9) arrested the proliferation of human pancreatic cancer cells [27]. Similarly, the
DLasiL lectin from Dioclea sclerocarpa exhibited potent anticancer activity by
arresting the proliferation of ovarian and prostate tumor cell lines [28]. A mannose-
binding lectin purified from the tuber Pinellia pedatisecta led to cell death in lung
carcinoma and hepatocellular carcinoma cell lines [29]. Additionally, a lectin from
Pinellia ternata inhibited sarcoma cell and HelLa cell proliferation [30]. The IC50
value of PF2 (117.43+ 19.5 pg/mL) in THP-1 cells is comparable to the values
reported for the Vicia palaestina lectin (75 pg/mL) [31], DiL9 lectin (1000 pg/mL),
BhL lectin (208 pg/mL) [32] and other plantlectins in several cancer cell lines (Table
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1) evaluated [33]. Furtherstudies should addressthe specificity/toxicity relationships

for potential anticancer drugs.

Table 1. IC50 values of legume lectins in cancer cell lines.

Lectin Cell line ICs0
(mg/mL)
Astragalus mongholicus lectin | HeLa, K562, and MG63 0.08
(AMM)L
Bauhinia ungulata lectin (BUL) HT-29 0.16
Calliandra surinamensis lectin | K562 0.67
(Casul) T-47D 0.58
Dioclea lasiocarpa lectin (DLasiL) | A2780 0.0065
A549 0.01037
MCF-7 0.127
PC3 0.027
Dioclea violacea lectin (DVL) Rat C6 glioma 0.58
Glycine max lectin (SBL) HelLa 0.06
Hep2 0.02
HepG2 0.04
MDA MB 0.04
U373 MG 0.051
Lotus corniculatus lectin (LCL) THP-1 0.039
HOP62 0.05
HCT116 0.06
Moringa oleifera lectin (cMoL) B16-F10 2.58
Sophora alopecuroides lectin | HelLa 0.249
(SAL)
Phaseolus acutifolius lectin (TLF) | 3T3/v-mos 0.27
Phaseolus acutifolius (TBL) Sw480 0.84
C33-A 0.4
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Phaseolus vulgaris lectin (PHA) Lymphoid tumor 7.0

Phaseolus wvulgaris cv. white HONE1 0.672

kidney bean lectin (WKBL) HepG2 0.6
MCF7 0.127

Olneya tesota (PF2) THP1 0.117

To partially elucidate the mechanism by which PF2 exerts an antiproliferative effect
on THP-1 cells, we studied the pathway of cell death activated in PF2-treated cells,
as well as the induction of gDNA damage, reactive oxygen species (ROS)
accumulation, and mitochondrial membrane depolarization. The main pathway by
which the PF2 lectin induces THP-1 cell death is the apoptosis pathway, as
confirmed by the flipping of phosphatidylserine to the outside of the cell membrane,
allowing the binding of FITC-Annexin V, which was detected by flow cytometry.

Regarding the investigations of apoptosis induction, we analyzed four distinct
populations (Q1: nonviable, Q2: late apoptotic, Q3: early apoptotic, and Q4: viable)
of THP-1 cellsexposed to PF2 and compared themto the corresponding populations
of untreated cells. In thiswork, the PF2 concentrations in all treated cell populations
varied significantly from those in the control populations, confirming the apoptotic
effect of this lectin on the cells studied. At concentrations ranging from 12.5 to 100
pg/mL, the largest population of apoptotic cells was early apoptotic cells. This
indicates that PF2 lectin induces THP-1 cell death through a programmed process.
A higher number of necrotic cells was also found after treatment with the highest
concentration (200 pg/mL). Therefore, the cell death pathway induced is also a
function of the lectin concentration used. The nature of cell death inducers can be
diverse. For example, the same inducer can activate both necrosis and/or apoptosis
depending on the concentration, incubation time, cancer cell type, and cell
development stage [34].

PF2 lectin induces DNA fragmentation, ROS production and mitochondral
membrane potential loss in THP-1 cells

Figure 2 showsthat PF2 induced gDNA degradation in THP-1 cells at concentrations
as low as 10 pg/mL. This is evidenced by the ladder-like appearance of the bands
on the agarose gel, instead of band smearing indicative of random DNA
fragmentation as occurs in necrosis. DNA from PBS-treated cells remained intact,
and H202 and dexamethasone were used for comparison purposes since they are
known inducers of DNA fragmentation and apoptosis.
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Figure 4. Degradation of gDNA. A. Analysis of genomic DNA fragmentation in THP-
1 cells treated with PF2 for 6 h. Line 1= DNA from PBS-treated cells (negative
control); Line 2 = DNA from 10 mM H202-treated cells; Line 3 = DNA from 10 mM
dexamethasone-treated cells; Line 4 = DNA from 10 pg/mL PF2 lectin-treated cells.
B. Semiquantitative values of gDNA band intensities (pixels).

ROS play an important role in inducing apoptosis in various cell types. THP-1 cells
incubated with different concentrations of PF2 lectin exhibited increased ROS
accumulation in a concentration-dependent manner (Figure 5). At a concentration of
200 pg/mL, PF2 lectin induced an increase in ROS levels compared to untreated

cells.
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Figure 5. Relative ROS accumulation in THP-1 monocytes exposed to different
concentrations of PF2 lectin. A. Flow cytometric quantification of ROS accumulation
by the fluorescent dichlorofluorescein (DFCA) reaction. B. Representative
histograms of the mean (= SD) fluorescence intensity (MFI) of DFCA (in the FITC-A
channel). The data are expressed as the MFI values in 1x104 cells. Relative ROS
accumulation considering the basal ROS levels as a point of comparison. The
different letters indicate significant differences (p < 0.05).

In the intrinsic apoptosis pathway, loss of the mitochondrial membrane potential is
considered an early event in the apoptotic process. Rho 123 is a cationic
carbocyanine dye that accumulates in mitochondria with a functional membrane
potential. Cells treated with PF2 lectin exhibited a significantly lower mitochondrial
membrane potential, expressed as arbitrary fluorescence units, compared to
untreated cells (Figure 6).
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Figure 6. Effect of PF2 lectin on the THP-1 cell mitochondrial membrane potential.
Fluorescence confocal micrographs of THP-1 monocytes stained with Rhodamine
123 at 20x (A) and 40x (B) magnification. Arbitrary units of fluorescence intensity
(C). A decrease in the fluorescence intensity indicates loss of the mitochondrial
membrane potential. The bars indicate the means + SDs (n=4). The differentletters
indicate significant differences (p < 0.05).

The evidence found in thiswork, including ROS accumulation, DNA fragmentation,
and mitochondrial membrane potential loss, suggests that PF2 treatment induces
intrinsic activation of apoptosis, which can be intrinsically or extrinsically activated.
Excessive ROS levels can impair the integrity of the cell membrane, affecting protein
expression and cytoskeleton dynamics and causing DNA damage; a phenomenon,
as awhole, called oxidative stress [35]. Many anticancer drugs prove to be cytotoxic
to cancer cells due to their ability to drastically increase ROS generation to harmful
levels[36]. Ourresults suggestthat PF2 cytotoxicity is mediated by intracellular ROS
production. Indeed, ROS are known to be involved in the early stages of apoptosis
and induce mitochondrial membrane depolarization. ROS can cause serious
damage to fundamental cellular molecules such as lipids, proteins, and DNA [37]. At
concentrations 10-fold lower than the IC50, PF2 lectin promoted genomic DNA
fragmentation, an event characteristic of apoptosis, in THP-1 cells. The literature
indicates that the legume lectin ConA induces apoptosis in mouse PU5-1.8
macrophages, DNA fragmentation (after treatment at 25 pug/mL), and cytochrome-c
release [38]. Cytochrome-c is released intracellularly upon loss of mitochondral
membrane integrity. PF2 promoted loss of the mitochondrial membrane potential in

102



THP-1 cells in a concentration-dependent manner, similar to the observed effect of
the ConA lectin on MOLT-4 cells [26].

Conclusions

Our work demonstrated that the anticancer potential of PF2 lectin is related to its
antiproliferative activity against THP-1 cells and advanced the understanding of its
mechanism of action, which suggests the induction of an apoptotic pathway
characterized by DNA fragmentation, mitochondrial membrane depolarization, and
increased production of ROS. Since cancer cells can evade apoptosis by silencing
apoptotic proteins and markers, the observation that PF2 induces apoptosis in THP-
1 cells suggests that this lectin may play a critical role in the molecular pathogenesis
of leukemia. It is worthwhile to perform more in-depth study of the mechanisms
involved in PF2-induced cell death and conduct future research to improve the
therapeutic feasibility of lectin-based treatments for cancer.

Experimental Section
PF2 lectin purification

The plantsamples were authenticated by Professor José Jesus Sanchez Escalante
at Universidad de Sonora Herbarium. PF2 was purified by the method of Vazquez-
Moreno et al. 2000 [18]. Briefly, O. tesota seeds were pulverized and defatted with
hexane. The crude extract was injected into an agarose-fetuin chromatographic
column. Unbound proteins in the fractions were removed by washing with PBS
(phosphate-buffered saline, 20 mM KH2PO4/K2HPO4, 0.9% NacCl, and 0.02%
NaN3(pH 7.2)). The retained proteins were eluted with glycine-HCI (0.02 M (pH 2.5))
and neutralized with 1 M Trizma base (pH 8). The fractions were dialyzed against
water at 4 °C, lyophilized, and stored at -10 °C until use.

Cell culture conditions and treatments

THP-1 human monocytes, derived from a patient with acute monocytic leukemia,
were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA). THP-1 monocytes were cultured
at 5x105 cells/mL in RPMI 1640 medium (Sigma—Aldrich) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich) and 1% antibiotic solution (100 U/mL
penicillin and 100 g/mL streptomycin) (Thermo Fisher Scientific) at 37 °C in

humidified conditions with 5% CQO2.

To evaluate the effects of PF2 on THP-1 cells, the FBS concentration in the medium
was reduced to 1% to reduce interference by serum proteins, and the effects of PF2
lectin were assayed at five concentrations: 200, 100, 50, 25, and 12.5 pg/mL. The
PF2 lectin solutions were passed through 0.22 pm low-binding protein filters
(Millipore), and the protein concentrations were determined by absorbance
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measurements at 280 nm with a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington, DE).

Assessment of THP-1 monocyte biorecognition by the PF2 lectin by confocal
fluorescence microscopy.

The PF2 lectin was labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC). In brief, 0.5 mL
of FITC (0.4 mg/mL DMSO) was mixed with 2 mg of PF2 lectin. After a 3 h reaction
in the dark at room temperature, the FITC-PF2 lectin complexes were passed
through a Sephadex G25 column equilibrated with PBS. The activity of PF2 in the
eluted fractions was monitored by hemagglutination assays. FITC-PF2 lectin was
incubated with THP-1 monocytes for 1 h. THP-1 cells were seeded in 48-well plates
at a density of 5000 cells/500 pL/well using RPMI containing 1% FBS and incubated
with 10 pg/mL FITC-PF2 lectin. After incubation, the cells were washed three times
with PBS and observed under a confocal microscope (Nikon ECLIPSE Ti C2+,
Japan). Fluorescence images were captured with a 488-nm laser at 20x
magnification.

Antiproliferative effect of PF2 lectin on THP-1 monocytes

The antiproliferative effect of PF2 on THP-1 cells was determined by a resazurin
assay. THP-1 cells with a viability rate of higherthan 97% were seeded in 96-well
plates at a density of 5000 cells per well and incubated with different concentrations
of PF2 for 3 h. Untreated cells were used as a negative control. A resazurn
colorimetric assay was used to quantify cell survival with respect to untreated control
cells [39]. The absorbance was measured at 570 nm and 600 nm. Three
independent experiments were performed and the mean cell viability percentages
+SDs are reported.

Induction of apoptosis in THP1 monocytes

Apoptosis induction in THP-1 cells by PF2 lectin treatment was evaluated using the
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Pl (BioLegend, San Diego, CA, USA)
following the manufacturer'sinstructions. Briefly, THP-1 cells were seeded in a 48-
well cell culture plate and incubated with different concentrations of PF2 for 3 h. The
cells were collected, centrifuged, and washed with PBS. Then, the cells were
incubated with Pl and Annexin V in the dark at ambient temperature for 10 min and
analyzed using a BD FACSVerseTM flow cytometer (BD Biosciences, NY). Three
independent experiments with triplicate samples were conducted. IC50 values were
calculated considering the percentages of viable cells.
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Reactive Oxygen Species (ROS) Assay

THP-1 cells (1 x 104 cells/well) were seeded in 48-well plates under the same
conditions and with the previously described treatments. The monocytes were
collected, washed with PBS, and incubated for 30 min with 10 pM 2',7’-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCHF-DA). This dye is deacetylated by
intracellular  esterases and converted to nonfluorescent  2'.7’-
dichlorohydrofluorescein (H2-CDF), which is rapidly oxidized to the highly
fluorescentcompound 2’,7’-dichlorohydrofluorescein (DCF) in the presence of ROS.
Fluorescence emission was quantified using a BD FACSVerseTM flow cytometer
(BD Biosciences, NY). For the ROS detection assay, two technical replicates were
established, and the results are expressed as relative ROS accumulation levels.

Mitochondrial membrane potential analysis

THP1 monocytes were seeded in 48-well plates at a density of 10,000 cells per well
under the same conditions and with the previously described treatments. The
monocytes were collected, washed with PBS, and incubated with 1 pg/mL
rhodamine 123 (Rho 123) for 15 min at 37 °C. Rho 123 was used as a fluorescent
probe to evaluate the mitochondrial membrane potential. Rho 123 is accumulated
by mitochondria in amounts related to cell viability. Finally, fluorescence was
analyzed by confocal microscopy (Nikon ECLIPSE Ti C2+, Japan) with 488-nm
lasers. Images were obtained with a 1024x1024 pixel resolution at 20x magnification
and analyzed with NIS-Elements imaging software.

DNA fragmentation assay

DNA fragmentation was assessed by agarose gel electrophoresis following the
procedure of Park and Paul (1998) [40]. Approximately 8000 cells were treated with
10 pg/mL PF2 lectin for 6 h. Then, the cells were washed with PBS and pelleted by
centrifugation. TE lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM sodium-EDTA (pH 7.5), 0.25%
Triton X-100, and 0.2% RNase A) was added, and the solution was mixed by gentle
vortexing and incubated for 20 min at 37 °C. Then, 0.2% proteinase K (Sigma
Chemical) was added to the sample, which was incubated for an additional 20 min.
The sample was then analyzed by 1.8% agarose gel electrophoresis and Gel-Red
staining (Biotium, USA). DNA visualization was performed under UV lightin a UVP
transilluminator (Upland, CA) with the Kodak Gel Logic 100 Imaging System. The
intensity of each band was obtained from images and normalized to the control (set
equal to 1) with Image Lab 3.0.

Statistical analysis
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One-way analysis of variance followed by the Tukey—Kramer test at p < 0.05 was
conducted to evaluate the effects of the different PF2 concentrations on THP-1 cells
using the statistical package NCSS version 12 (NCSS, LLC, Kaysville, UT, USA).
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