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Abreviacions






ABC: ATP-Binding Cassette

ADCC: Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity — Citotoxicitat dependent de
complement mediada per cél-lules

ALP: Alkaline Phosphatase — Fosfatasa alcalina

APAF1: Apoptotic Protease Activating Factor-1

APLS: Alkaline Phosphatase Live Stain

AraC: Cytosine arabinoside — Arabinosid de citosina

BCL-2: B-Cell Lymphoma 2 protein

BCRP: Breast Cancer Resistance Protein

BP: Bandpass - Pas de banda

B-PLL: B-cell Prolymphocytic Leukemia — Leucémia Prolimfocitica de cél-lules B
BTK: Bruton’s Tyrosine Kinase — Tirosina cinasa de Bruton

Campt: Camptotecina

CDC: Complement-Dependent Cytotoxicity — Citotoxicitat mediada per
complement

CDI: Coefficient of Drug Interaction — Coeficient d’interaccio de farmacs
CF: Concentracio Final

Cit: Citarabina

Colg: Colquicina

COX-2: Cyclooxygenase-2 — Ciclooxigensa-2

DAPI: Diamino-2-phenylindole — Diamino-2-fenilindol

DHR: Dihydrorhodamine 123 — Dihidrorodamina 123

DLBCL.: Diffuse Large B-Cell Lymphoma — Limfoma difus de cel-lula B gran
DLP: Dichroic longpass — Dicroic de pas llarg

DMSO: Dimethyl sulfoxide - Dimetilsulfoxid

Doxo: Doxorubicina

EBV: Epstein-Barr Virus - Virus Epstein-Barr

EDTA: Etilendiaminotetraacetic acid - Acid etilendiaminotetraacétic
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

ELAM: Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule

Ep: Etoposid

ERK: Extracellular-Signal-Regulated Kinases

Fab: Fragment antigen-binding — Fragment d’unio6 a antigen

FBS: Fetal Bovine Serum - Sérum Fetal Bovi

Fc: Fragment crystallizable — Fragment cristal-litzable

FCR: Fludarabina-Ciclofosfamida-Rituximab

FDA: Food and Drug Administration

FGF: Fibroblast Growth Factor

FISH: Fluorescent In Situ Hybridization — Hibridacié Fluorescent In Situ
FITC: Fluorescein Isothiocyanate — Isotiocianat de Fluoresceina

Fluda: Fludarabina

FSC: Forward Scatter — Dispersié Frontal de la llum

HBSS: Hanks’ Balanced Salt Solution

HL: Hodgkin Lymphoma — Limfoma de Hodgkin

Ho342: Hoechst 33342

HSC: Hematopoietic Stem Cell — Cél-lules mare hematopoétiques

IAP: Inhibitors of Apoptosis

Ibru: lbrutinib

ICAM: Intercellular Adhesion Molecule
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IGHV: Immunoglobulin Heavy Chain Variable — Regi6 variable de la cadena
pesada d’Immunoglobulina

INOS: Inducible Nitric Oxide Synthase — Sintasa induible d’oxid nitric
IRF: Intensitat Relativa de Fluorescéncia

i.v.: Intravenos

JAK: Janus Kinases — Janus Cinases

LDH: Lactat deshidrogenasa

LLC: Leucemia Limfocitica Cronica

LP: Longpass — Pas llarg

MAPK: Ras/Raf Mitogen-Activated Protein Kinase

MBL: Monoclonal B Lymphocytosis — Limfocitosi B Monoclonal

MDR: Multidrug Resistance — Resistencia a farmacs

MHC: Major Histocompatibility Complex — Complex d’histocompatibilitat principal
MIF: Mitjana d’Intensitat de Fluorescéncia

MMP: Matrix Metalloproteinase — Metaloproteinasa de matriu

MMR: Malaltia Minima Residual/Malaltia Mesurable Residual

MRP1: Multidrug Resistance-associated Protein 1

MTX: Mitoxantrona

NFkB: Nuclear Factor k-light-chain-enhancer of activated B cells

NGS: Next Generation Sequencing

Nrf2: Nuclear factor-like 2

OMT: O-metiltransferasa

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

OS: Overall Survival — Supervivéncia Global

PAL: Phenylalanine Ammonia-Lyase — Fenilalanina Amoni-Liasa

P-gp: P-Glycoprotein - Glicoproteina P

PI1: Propidium lodide - lodur de Propidi

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate — Forbol 12-miristat 13-acetat
PPARYy: Peroxisome Proliferator-Associated Receptor y

Rho123: Rhodamine 123 - Rodamina 123

Ritux: Rituximab

ROI: Reactive Oxygen Intermediates — Intermediaris reactius de I'oxigen
ROS: Reactive Oxygen Species — Espécies reactives de 'oxigen

SHM: Somatic Hypermutation - Hipermutacié Somatica

SLL: Small Lymphocytic Lymphoma — Limfoma limfocitic de cél-lules petites
SMAC: Second Mitochondria-derived Activator of Caspases

SP: Shortpass — Pas curt

SSC: Side Scatter — Dispersi6 Lateral de la llum

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription

TBHP: Tert-butil hidroperoxid

TLR: Toll-like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor - Factor de Necrosi Tumoral

UPLC: Ultraperformance Liquid Chromatography — Cromatografia liquida de molt
alta resolucio

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

Veneto: Venetoclax

22



Introduccio






1. Leucemia limfocitica cronica

1.1. Aspectes generals

La leucemia limfocitica cronica (LLC) és una malaltia hematologica originada per
una expansio anormal de cel-lules B. Aquesta expansié pot causar una infiltracié
patologica i generar limfadenopatia, esplenomegalia i hepatomegalia, entre
d’altres. També pot causar un desplacament d’altres poblacions immunitaries i
generar immunodepressié. Normalment no s’aconsegueix una remissio
completa, de manera que es requereix un seguiment de la malaltia i, en molts
casos, medicacioé cronical?.

La LLC té una elevada incidéncia en paisos occidentals, al voltant de 4,2 casos
per cada 100.000 habitants a I'any?, i representa un 30% de tots els casos de
leucémia®. En canvi, és una malaltia molt menys freqlient en paisos asiatics*. En
adults majors de 80 anys, la incidencia augmenta fins a 30 casos per cada
100.000 persones a I'any. L’edat mitjana al diagnostic son 72 anys, i al voltant
d’'un 10% dels pacients son menors de 55 anys!. Es més freqiient en homes que
en dones (fins al doble d’'incidéncia)*. Les persones amb familiars propers que
han patit LLC tenen un risc entre 2 i 7 vegades major de contraure la malaltia.
En aquest cas es parla de LLC familiar, que suposa un 5-10% dels pacients®*.

Els estadis primaris de la malaltia solen ser asimptomatics, i la majoria de casos
es diagnostiquen per analisis de sang rutinaries. En estadis més avancats es pot
presentar limfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, trombocitopénia,
anémia, infeccions recurrents, debilitat, pal-lidesa, diatesi hemorragica, febre,
pérdua de pes i suors nocturnes3#. La progressié de la malaltia sol anar
associada a un augment de la mida i dels nivells de proliferacié de les cél-lules
leucémiques de LLC*.

Els pacients amb LLC tenen un major risc, d’entre 2 i 7 vegades superior que la
mitjana de la poblacié, de desenvolupar cancers secundaris (sobretot tumors
solids, pero també sindromes mielodisplastiques o leucemia mieloide aguda)?.
Entre un 2 i un 15% dels pacients patiran transformacié a limfoma de Hodgkin
(Hodgkin Lymphoma, HL) o limfoma difis de cél-lula B gran (Diffuse Large B-
Cell Lymphoma, DLBCL) al llarg de la malaltial. Mentre que la transformacié a
HL es pot tractar amb quimioterapia convencional per a aquesta malaltia i sol
presentar taxes de remissio llargues, la transformacié a DLBCL, anomenada
transformacié de Richter, sol tenir molt mal pronostic® (supervivencia mitjana de
menys d’1 any*®). La transformacié a DLBCL esta associada amb mutacions de
TP53 i NOTCH1, delecions de CDKN2A i translocacions de MYC*.

L’expansié anormal de les cel-lules B que es produeix en la LLC esta causada
per una resisténcia a I'apoptosi incrementada, més que no pas per un augment
de la proliferacié®’. A causa d’aquesta resisténcia incrementada, es manté un
romanent de cel-lules malgrat els tractaments, anomenat Malaltia Minima
Residual o Malaltia Mesurable Residual (MMR), que consisteix en la presencia
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de poblacions de cel-lules resistents al tractament, dificils de detectar a causa de
la reduida presencia en sang i medul-la 0ssia, amb la capacitat de regenerar la
malaltia quan es deixa d’administrar el tractament®. En la LLC, la detecci6 de la
MMR mitjancant citometria de flux €s una prova que es considera que té un
impacte pronostic important, atés que els pacients amb una MMR negativa
després d’'un tractament demostren temps de resposta i supervivencia més
llargs®®. Per aix0, assolir I'increment dels nivells d’apoptosi de les cél-lules
leucémiques és un objectiu de gran rellevancia, per reduir al maxim la MMR i
millorar el tractament de la LLC, ja que podria ser decisiu per eliminar aquests
reservoris residuals de malaltia i aconseguir una remissié completaZ.

Un dels principals criteris en el diagnostic de la LLC és un recompte de limfocits
B clonals en sang periférica superior a 5000/pL. La poblacié leucémica sol ser
morfologicament uniforme, amb cél-lules més petites en comparacié amb els
limfocits B normals, amb aparencga de limfocits madurs, amb un nucli dens i
sense nucleols distingibles i cromatina parcialment agregada. El citoplasma és
escas en comparacié amb el nucli i es distribueix en un marge estret'4. Les
cel-lules de LLC presenten un origen i evolucié clonal, amb el gen de la regi6
variable de la cadena pesada d’'immunoglobulina (Immunoglobulin Heavy chain
Variable, IGHV) conservat. La malaltia es localitza en sang periférica, medul-la
ossia i teixits limfoides secundaris com la melsa i els noduls limfatics*. La
clonalitat de les cél-lules B circulants ha de ser confirmada per citometria de flux
o per tecnigues de biologia molecular?.

En la majoria dels casos, les cél-lules de la LLC coexpressen CD5 (propi de
cel-lules T) a la superficie cel-lular, a més dels marcadors tipics de cel-lules B
(CD19, CD20 i CD23). Tot i aix0, els nivells d'immunoglobulina de superficie,
CD20 i CD79b sén més baixos que els de les cél-lules B normals!#1° A més, les
cel-lules de LLC solen presentar una expressio elevada de CD43 i CD200, una
expressié reduida de CD22, i sén negatives per CD10. La coexpressio del
marcador CD5 és molt caracteristica i té una gran utilitat per identificar les
cel-lules de la LLC, encara que hi ha casos en que, malgrat reunir totes les
caracteristiques cliniques propies de la LLC, les cel-lules presenten un
immunofenotip atipic i no expressen CD5. Les LLC negatives per CD5 suposen
al voltant d’'un 7-20% dels casos, i podrien estar associades amb una major
incidéncia d’esplenomegalia, tot i que el pronostic seria similar al de les LLC amb
expressié de CD52.

Segons la classificacié de I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS), la LLC es
considera la mateixa entitat que el Limfoma Limfocitic de Cél-lules Petites (Small
Lymphocytic Lymphoma, SLL)%. Pel diagnostic del SLL es requereix la preséncia
de limfadenopatia i/o esplenomegalia, a diferencia de la LLC, amb un recompte
de limfocits B en sang periférica que no excedeixi els 5000/uL*. Les cel-lules
d’ambdues malalties presenten el mateix immunofenotip?.

D’altra banda, si no hi ha limfadenopatia, organomegalia, citopénia ni simptomes
clinics, la preséncia en sang periférica de limfocits B monoclonals sense arribar
a excedir els 5000/uL, es defineix com a limfocitosi B monoclonal (Monoclonal B
Lymphocytosis, MBL), la qual es pot detectar en un 5% d’individus amb recompte
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de sang periferica normal. Avui dia se sap que hi ha una progressié de MBL a
LLC d'un 1-2% per any‘4.

Malgrat que les cel-lules de la LLC son caracteristicament més petites que els
limfocits B normals, en les mostres de sang dels pacients s’hi pot trobar la
presencia d’alguns limfocits més grans. Aquests no haurien de superar el 55%
dels limfocits?, si fos el cas, es parlaria de LLC atipica®. Tot i la seva rellevancia
clinica, ja que estaria relacionada amb un curs més agressiu de la malaltia, el
concepte de LLC atipica no esta del tot ben definit i sembla que no es tractaria
d’una Unica entitat bioldgica®?. D’altra banda, en el cas que es detectés més d’un
55% de prolimfocits, es tractaria d’'una leucémia prolimfocitica de cél-lules B (B-
cell Prolymphocytic Leukemia, B-PLL). Els prolimfocits es caracteritzen per ser
més grans que els limfocits normals, aproximadament el doble de mida, amb
nucli rodo, cromatina moderadament condensada, nucléol prominent i
citoplasma escas respecte al nucli i moderadament basofilic. La B-PLL presenta
una resposta pobra als tractaments, i la mitjana de supervivencia és de 30-50
mesos. S’aconsella contemplar el tractament amb quimioterapia combinada amb
rituximab i valorar la possibilitat de realitzar un transplantament hematopoetic
al-logénic*.

D’altra banda, el diagnostic de la LLC pot presentar dificultats per la seva similitud
amb altres malalties hematologiques, com el limfoma de zona marginal, el
limfoma limfoplasmatic o el limfoma de cél-lules del mantell. Aquestes entitats
també expressen marcadors de cél-lules B, i a diferencia de la LLC, no solen
expressar CD23.

La fase de la malaltia es determina utilitzant la classificacié de Binet'3 o el
sistema de Rai!* (Taula 1), encara que aquests indexs no permeten predir la
progressié que tindra la malaltia3. La primera classificacié és més utilitzada a
Europa, mentre que la segona esta més estesa als Estats Units. Totes dues
distingeixen tres grups de pacients amb diferent pronostic. Amb els nous
tractaments, han millorat els pronostics de tots tres estadis, en comparacié amb
el que es va definir inicialment?.

Per determinar el pronostic es consideren certes caracteristiques del pacient,
com 'edat i el sexe; parametres moleculars que confereixen un pronostic advers,
com els nivells de B-2 microglobulina #1517, I'expressio de la proteina ZAP-
7041819 Texpressid de I'antigen CD3841820 o la de I'antigen CD49d*; i analisis
citogenétiques com el cariotipat o la Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)?122,
Les analisis citogenetiques son especialment importants pel pronostic. Les
delecions 11q (bra¢c llarg del cromosoma 11) es correlacionen amb
limfadenopatia i una rapida progressio de la malaltia i s6n indicadores d’un mal
pronostic en pacients joves (menys de 55 anys)*23. Les delecions 17p (brag curt
del cromosoma 17) estan associades amb una supervivencia curta, de 2-3 anys,
i amb una falta de resposta als tractaments amb agents alquilants i analegs de
purines424, La delecié del gen TP53, que es troba en el brag curt del cromosoma
17, també resulta molt determinant, ja que va lligada a una major resistencia a la
quimioterapia amb fludarabina i a un pitjor pronostic#2526. ’estatus dels gens
IGH també influeix en el pronostic de la malaltia, amb un major risc en aquells
pacients que no els tenen mutats*18.
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Altres factors que confereixen un pitjor pronostic son la preséncia d’'un cariotip
complex (amb tres o0 més aberracions cromosomiques, ja siguin estructurals o
numeriques), la duplicacido del nombre de limfocits en sang periferica en un

periode de temps inferior a 12 mesos, o les mutacions en els gens TP53, ATM,
NOTCH1, SF3B1 i BIRC3%.

Taula 1: Sistemes de classificacié de Binet i Rai, adaptat d’Eichhorst et al., 2015%.

) L, rvivenci
Estadi Definicio Supe” encia
mitjana

Sistema Binet

Hb = 10,0 g/dL, trombdcits =

Binet A 100x10%/L, < 3 regions > 10 anys
ganglionars
Hb = 10,0 g/dL, trombdcits =
Binet B 100x10°%/L, = 3 regions > 8 anys
ganglionars
i Hb < 10,0 g/dL, trombdcits <
Binet C 9 6,5 anys
100x10°/L
Sistema Rai
Baix risc
Rai 0 Limfocitosi > 15x10°/L > 10 anys
Risc intermig
Rai | Limfocitosi i limfadenopatia > 8 anys
Limfocitosi i hepatomegalia i/o
Rai ll esplenomegalia amb/sense
limfadenopatia
Alt risc

Limfocitosi i Hb < 11,0 g/dL
Rai lll amb/sense 6,5 anys
limfadenopatia/organomegalia
Limfocitosi i trombocits <
Rai IV 100x10°/L amb/sense
limfadenopatia/organomegalia

Regions ganglionars: regions afectades per limfadenopatia, de forma uni- o bilateral: cervical, axil-lar, arees
inguinals, melsa, fetge. Hb: hemoglobina.
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1.2. Mutacions i marcadors

L’estudi de les mutacions implicades en el desenvolupament i la progressio de la
LLC és recent i ha estat poc aplicat a la practica clinica, fora de les mutacions
comentades previament, que actualment s’utilitzen com a indicadors amb valor
pronostic. La causa és que el patr6 de mutacions somatiques en regions
codificants en la LLC és d’una gran heterogeneitat. Hi ha un gran ventall de
mutacions (unes 100) que es produeixen amb molt baixa frequencia (2-5% dels
casos), mentre que nomeés n’hi ha un reduit nombre que es produeixen amb una
freqlieéncia relativament més alta (10-15%)°. Aquest fet, juntament amb la falta
de marcadors génics especifics de LLC?, dificulta la classificaci6 i I'assoliment de
conclusions sobre el seu valor pronostic. Tanmateix, amb I'actual increment de
'is de la tecnologia de Next Generation Sequencing (NGS) i I'is d’eines
bioinformatiques avancades, aquesta complexitat hauria de deixar de suposar
una limitacio. El coneixement dels patrons mutacionals de cada pacient podria
tenir una implicacié molt important a nivell pronostic i a I'hora d’escollir el millor
tractament.

En primer lloc, la diferent evoluci6 i pronostic de la LLC, és a dir, la diferencia
entre una progressio lenta o una de més rapida i agressiva, aixi com la freqiiéncia
d’'unes mutacions o unes altres, sembla respondre a I'existéncia de dos subtipus
moleculars diferents de la malaltia®. Aquests estarien caracteritzats per la
preséncia d’'un nombre major o menor de mutacions somatiques en els gens
d’'IGHV, les quals sén produides pel procés d’hipermutacié somatica (Somatic
Hypermutation, SHM). Aquest és un proces fisiologic normal, i es produeix en els
centres germinals dels fol-licles limfoides per tal de generar una gran varietat
d’anticossos, amb afinitat pels diferents antigens a qué pot estar exposat
'organisme. En la LLC, I'estatus dels gens d’IGHV indica l'origen de la malaltia
(cél-lules que han estat en el centre germinal del fol-licle o no), i comporta
diferéncies biologiques i marques epigenetiques que varien segons si es tracta
de cél-lules B naive (IGHV no mutats) o de memoria (IGHV mutats)®.

Cap al 30-50% de pacients amb LLC no presenten mutacions en IGHV“. Les
cel-lules sense mutacions tenen una major inestabilitat genética i un major risc
d’adquirir mutacions desfavorables. Aix0 fa que aquests pacients presentin uns
periodes de temps abans de la primera intervencié més curts, aixi com una
supervivéncia global (Overall Survival, OS) més curta. Malgrat que existeix una
associacio entre I'estatus mutacional d’IGHV i I'expressié de CD38 i ZAP-70, no
s’hi ha trobat cap implicacié terapeutica. D’altra banda, tot i que les diferents
aberracions genomiques propies de la LLC es poden produir en tots dos
subtipus, les mutacions d’alt risc es troben més frequientment en pacients amb
IGHV no mutat®.

Breument, i ja comentat I'estatus d’IGHV, les alteracions genetiques més
frequents en LLC son les delecions en 13q (al voltant del 50% dels casos) i la
trisomia 12 (al voltant d’'un 20% dels casos). Menys freqients son les delecions
119 (que afecten els gens ATM i BIRC3) i 17p (TP53), que destaquen més aviat
per la seva rellevancia clinica. Els gens més frequentment mutats sén NOTCH1,
SF3B1, TP53, ATM, BIRC3, POT1 i MYDS88 (3-15% dels casos) (Figura 1). Les
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mutacions en NOTCH1, SF3B1, TP53 i BIRC3 es detecten amb més frequéncia
en els casos de recaiguda®.

Les diferents mutacions es poden classificar segons la via o funcié amb la qual
estan relacionats els gens afectats. Aixi, es poden trobar mutacions implicades
basicament en les segulents vies i mecanismes: senyalitzacio Notch (NOTCHL1 i
FBXWTY); splicing, processat i transport de mRNA (SF3B1, U2AF2, SFRSI1,
XPO1 i DDX3X); inflamacié innata (MYD88, TLR2 i MAPK1); control de cicle
cel-lular i resposta a danys en el DNA (ATM, TP53 i POT1); i finalment,
senyalitzaci6 Wnt. Les mutacions varien la seva frequéncia depenent de si
s’analitza LLC amb IGHV mutat o no. Aixi, se solen trobar associades a IGHV no
mutat les mutacions en els gens NOTCH1, SF3B1, XPO1 i POT1, mentre que
associades a IGHV mutat es troben amb més frequencia MYD88, CHD2 i KLHLS6.
D’altra banda, les mutacions relacionades amb la via Notch, transport de mRNA,
i resposta a dany del DNA, es troben més frequentment associades a IGHV no
mutat, mentre que les mutacions relacionades amb inflamacié innata s’associen
més a IGHV mutat®.

Una de les alteracions genetiques que es té més en compte a I'hora d’establir un
pronostic €és, tal i com s’ha comentat a I'apartat anterior, la delecié del gen
TP531426 que codifica per p53, una proteina supressora de tumors de gran
importancia, entre d’altres, en la regulacié de I'apoptosi?’?8, Tot i no ser de les
mutacions més frequents, és molt rellevant pel seu valor pronostic, i la frequiencia
de mostres de pacients amb aquesta mutacié és major fora dels casos de nou
diagnostic, ja que aquests pacients solen requerir seguiments i actualitzacions
de tractament més freqiients®. Les delecions d’aquest gen es detecten per FISH,
i determinen una major resisténcia a quimioterapia i un pitjor pronostic. El gen
TP53 esta situat en el brag curt del cromosoma 17, aixi que, les delecions 17p,
com les delecions i mutacions del mateix gen, també sén pronostiques d’'una falta
de resposta a tractaments amb agents alquilants i analegs de purines i s’associen
a una supervivéncia més curta, de 2-3 anys'526,

La deleci6 11q també és indicadora d’un pitjor prondstic. La causa seria
I'afectacié dels gens ATM i BIRC3, implicats en la resposta a danys en el DNA i
el control del cicle cel-lular*®. Aquesta alteracié s’associa amb limfadenopatia i
una rapida progressio de la malaltia®3. El pronostic d’aquesta alteracié va millorar
considerablement amb I'addici6 de rituximab al tractament de fludarabina
combinada amb ciclofosfamidal?®. Les mutacions en ATM també es poden
produir sense que hi hagi delecié 11g%. Pel que fa a les mutacions en BIRC3,
sén poc frequents (4% al diagnostic i 24% en LLC refractaries a la quimioterapia),
i confereixen un mal pronostic, similar al dels pacients amb mutacions en TP53.
BIRC3 és un inhibidor de la via NFKB no canonica, de manera que la seva
mutacié o delecio va lligada a I'activacié d’aquesta via>30.

La delecié 13q, en canvi, és l'alteraci®6 més comuna, i esta associada a un
pronostic favorable si es presenta aillada*®. Aquesta alteracié afecta I'expressio
de dos microRNAs, els miR15a i miR16-1, que s’ha vist que acceleren la
proliferacio de les cél-lules B en modular I'expressié de determinats gens que
controlen la progressié del cicle cel-lular®®. D’altra banda, també regulen
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negativament BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2), aixi que aquestes mutacions resulten
en una sobreexpressio de la proteina BCL-232,

Pel que fa a la trisomia 12, és forca comuna i es troba present al voltant d’un
20% dels casos®. Tanmateix, els estudis realitzats fins ara han obtingut resultats
diversos i la seva implicacié en I'evolucio de la malaltia encara és poc clara®. Esta
associada a un major risc de patir trombocitopenia, transformacié de Richter o
cancers secundaris, i sembla que els pacients amb aquesta alteracié tindrien un
risc intermig, amb una supervivencia global que es trobaria entre la del pacients
amb delecié de 13q i la dels pacients amb delecié de 11q o deleci6 de 17p3!. La
trisomia 12 estaria relacionada amb uns nivells d’expressido més elevats de
diverses integrines i de molecules intracel-lulars senyalitzadores en la via de les
integrines®32, A més, aquesta alteraci6 esta associada amb la preséncia de
mutacions en NOTCH131:32,
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Figura 1: Histograma que il-lustra la freqiéencia de les mutacions més comunes en LLC, Martinez-
Trillos et al., 20135.

Pel que fa al gen NOTCHL1, codifica per una proteina transmembrana activada
per lligand que participa en l'activacié de la transcripcié de diversos factors
reguladors de la diferenciacio cel-lular, proliferacio i apoptosi. Les mutacions que
es poden trobar en el gen NOTCH1 son majoritariament en el domini
d’ubiquitinitzacio, el que genera una proteina truncada molt més estable i que
deriva en una sobreexpressié de la mateixa®. Les mutacions de NOTCH1
estarien associades a una malaltia més agressiva i a la resistéencia als
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tractaments amb anti-CD20%°. Aguestes mutacions es troben amb més
freqiencia en pacients amb IGHV no mutat, alta expressié de ZAP-70 o alta
expressio de CD38. Els pacients que les presenten també se solen trobar en
estadis de Binet i Rai més avancats, i tenen nivells més elevats de lactat
deshidrogenasa (LDH) i (-2 microglobulina. Els pacients amb aquestes
mutacions, a més, tindrien una OS meés curta, una supervivencia lliure de
progressio menor, requeriments més frequents de tractament, més risc de
desenvolupar resisténcia als tractaments, i un major risc de desenvolupar una
transformaci6 de Richter®.

A banda de les mutacions del gen, s’ha descrit que la senyalitzaci6 NOTCH, de
la qual forma part NOTCH1, és constitutivament més elevada en les cel-lules de
la LLC. De fet, es considera que és una via de gran importancia i implicacié en
la patogénesi d’aquesta malaltia, ja que se sap que la sobreestimulacio de la via
amb lligands de NOTCH incrementa l'activacio de NFkB i la supervivencia
cel-lular, mentre que la inhibicié accelera I'apoptosi espontania de les cél-lules
de la LLC®3. Implicades en la mateixa via NOTCH, perd menys frequents, es
troben les mutacions en el gen FBXW?7, que codifica per una ligasa d’ubiquitina
encarregada de senyalitzar per a la seva destruccié al proteasoma diverses
oncoproteines, entre elles, NOTCH1°.

Un altre mecanisme al qual poden estar associades les mutacions de LLC és
I'splicing, processament i transport de mRNA. En aquest grup hi trobem, a banda
d’altres menys freqlents, les mutacions en el gen SF3B1, que es detecten entre
el 10 i el 15% de casos de LLC, sent el tercer gen més freqlentment mutat en la
LLC, per darrere només de NOTCH1 i TP53°. SF3B1 és una proteina
filogeneticament conservada, amb dues regions definides, la N-terminal,
hidrofilica i que conté motius d’unioé de proteines; i la C-terminal, que és on s’han
localitzat totes les mutacions en la LLC. La majoria de mutacions generarien
canvis a la superficie interna de I'estructura de la proteina. Encara que no es
coneix bé la causa, les mutacions generarien l'activaciéo de punts d’splicing 3’
criptics®. Aquestes mutacions es troben més freqiientment en pacients amb
malaltia avancada i caracteristiques biologiques adverses, com ara nivells
elevats en serum de (-2 microglobulina o IGHV no mutat. Independentment
d’aquesta associacid, aquestes mutacions conferirien un mal pronostic, amb uns
periodes de temps fins al progrés de la malaltia més curts i una supervivencia
global reduida. D’altra banda, certs estudis indiquen que aquestes mutacions
podrien estar associades amb resisténcia a la fludarabina®2°.

A banda de SF3B1 hi ha altres gens relacionats amb les subunitats de
I'spliceosoma i la maquinaria de transport de RNA que s’han trobat mutats en la
LLC. En un estudi amb 140 pacients, es va observar que hi havia mutacions en
aquests gens en un 31% dels casos34. Aquestes mutacions, que en aquest estudi
afectaven 30 gens diferents, generarien pautes de lectura alternatives, codons
de terminacio prematurs i pérdua de punts de splicing. La implicacio en la
progressio de la LLC estaria poc clara®*. Tot i que sén menys freqients, també
es poden trobar mutacions que afecten gens implicats en el transport de 'RNA,
gue sembla que podrien estar associades a IGHV no mutat. Tenint en compte
gue els pacients amb IGHV no mutat solen presentar una malaltia més agressiva,
aguesta associacio podria ser rellevant, ja que la modulacié d’aquest mecanisme
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mitjancant farmacs podria suposar una via alternativa de tractament per aquests
pacients®.

Relacionat amb la inflamacié innata, el gen MYD88 codifica per una proteina
adaptadora indispensable per a la senyalitzacié TLR (Toll-Like Receptor) de la
IL-1, que té implicacio en la produccio de citocines proinflamatories en resposta
a la unio de diversos lligands de TLR. Aquesta via indueix 'activaciéo de NFkB, i
les LLC que tenen mutacions en MYD88 mostren una elevada activacié dels
efectors downstream de STAT3 i de la subunitat p65 de NFkB. L’activacio
d’aquesta via produiria un reclutament de macrofags i limfocits T, que crearien
un microambient que afavoriria la supervivencia de les cél-lules de la LLC. La
presencia de mutacions en aquest gen és relativament infrequent (2,7% dels
casos), i s’ha trobat una associacié amb LLC amb IGHV mutada i amb baixa
expressié de ZAP-70 i CD38. D’altra banda, I'edat mitjana al diagnostic dels
pacients amb aquestes mutacions seria més baixa del normal, per sota dels 50
anys®.

A nivell epigenetic, en funcié de les seves signatures de metilacié, s’han
identificat tres subgrups de LLC, que responen a diferents estadis de
diferenciaci6 de les cel-lules leucémiques. Aixi, distingim els casos que
presenten cel-lules naive-like, amb caracteristiques semblants a les cél-lules B
naives, que solen correspondre a malaltia amb IGHV no mutat i solen estar
associats a un pitjor pronostic; els casos que presenten ceél-lules memory-like,
amb caracteristiques de cél-lules B de memoria, que solen correspondre a IGHV
mutat i s’associen a un millor pronostic; i els casos que presenten cél-lules amb
caracteristiques intermitges, que solen tenir IGHV mutat pero presenten un curs
clinic més agressiu que els que presenten memory-like*.

A banda de les mutacions, un altre factor pronostic a tenir en compte és
'expressié de ZAP-70, una tirosina cinasa citoplasmatica que conferiria un
pronostic advers*'81° La deteccié d’aquesta proteina es pot realitzar per
diferents metodes, com ara, per immunohistoquimica, per western blot o
mitjangant citometria de flux. Ha estat descrit que els pacients amb més d’un
20% de cél-lules positives per ZAP-70 presentarien uns periodes de temps més
curts des del diagnostic fins al moment en qué requereixen tractament i unes
taxes de supervivéncia menors3°,

Un altre factor pronostic és CD38, una proteina transmembrana present en les
cel-lules B, que actua promovent la supervivéncia i proliferacié en les cél-lules
leucemiques®. El marcador CD38 confereix un pitjor pronostic*1820, 'expressiod
d’aquesta proteina en més d’'un 30% de les cél-lules de LLC seria un predictor
de taxes de resposta menors, un temps del diagnostic a la primera terapia més
curt i una supervivencia global menor. Tot i aix0, €s un factor que pot variar al
llarg de la malaltia, de manera que sol ser un indicador complementari.

Pel que fa a CD49d, també coneguda com a integrina alfa 4, és una proteina
implicada en I'extravasacié, supervivéncia i activacio dels leucocits. En la LLC,
el seu paper en la interaccio de les cel-lules leucémiques amb I'estroma, a través
de la unié a fibronectina, s’acaba traduint en una reduccié de I'apoptosi, tant
I'espontania com la induida per farmacs3°%6. L’expressio a la superficie cel-lular
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d’aquesta proteina és indicadora d’un prondstic advers, | s’associa amb una
supervivéncia global i una supervivencia lliure de tractament més curtes*3>-3,

Pel que fa a la B-2 microglobulina, €s una proteina que es troba associada amb
el complex d’histocompatibilitat principal de classe | (Major Histocompatibility
Complex, MHC)?, Els nivells elevats en sérum d’aquesta proteina s’han associat
amb una malaltia més agressiva'>’.

1.3. Tractaments

El tractament de la LLC varia en funcié de les caracteristiques de cada pacient.
En estadis primaris no es recomana tractament, ja que diversos estudis han
demostrat que la seva administraci6 no millora el pronostic, de manera que
només es fa un seguiment periodic per tal de seguir l'evoluci6 de la
malaltial183%4% Es recomana la realitzacié de recomptes cel-lulars de sang
periferica i examens clinics cada 3-12 mesos?.

En estadis més avancats, i només si la malaltia és activa i es presenta
simptomatologia (simptomes B significatius, €s a dir, febre, suors nocturnes o
pérdua de pes; citopenies no causades per autoimmunitat; simptomes de
limfadenopatia, esplenomegalia o hepatomegalia; duplicacié del nombre de
limfocits en menys de 6 mesos; anémia autoimmune; trombocitopénia), es pot
iniciar tractament.

El tractament de primera linia més comu, que se sol aplicar en pacients amb bon
estat fisic i sense TP53 mutat o delecionat, és FCR, que consisteix en fludarabina
i ciclofosfamida, dos analegs de purines, en combinaci6 amb rituximab, un
tractament d'immunoterapia basat en un anticos monoclonal quimeéric anti-
CD20".

En pacients amb un bon estat fisic i d’edat avancada, la terapia FCR esta
associada a una major taxa d’infeccions severes en comparacio al tractament
amb bendamustina i rituximab (BR). Aquest és un tractament alternatiu que es
pot considerar, tot i que produeix menys remissions completes que la combinacio
FCR. En pacients amb comorbiditats i sense TP53 mutat, s’aconsella la
combinacio de clorambucil i immunoterapia anti-CD20 (rituximab, ofatumumab o
obinutuzumab)?.

La combinacié de rituximab amb el tractament original de fludarabina i
ciclofosfamida va revertir notablement el pitjor pronostic relacionat amb la deleci6
119%2°. No obstant, en pacients d’alt risc, com els que tenen la delecié 17p o
TP53 mutat, el tractament FCR produeix una baixa resposta. Per a aquests
pacients es recomana un tractament amb nous inhibidors, com ibrutinib o
idelalisib, en combinacié amb rituximab, seguit sempre que sigui possible per un
transplantament de cel-lules mare hematopoetiques (Hematopoietic Stem Cell,
HSC) al-logénic, si hi ha una bona resposta i el pacient es troba en bon estat
fisict41-43, El transplantament pot aconseguir la remissié completa, encara que
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no sempre es pot dur a terme, ja sigui a causa de determinats factors del pacient,
riscs associats o per la dificultat per trobar un donant compatible. També es pot
valorar la terapia de manteniment, en pacients amb un major risc de recaiguda®.

El 2016, la Food and Drug Administration (FDA), va aprovar I'is del venetoclax,
un inhibidor selectiu de BCL-2, per al tractament de pacients amb LLC amb
deleci6 17p**. Més recentment, el venetoclax ha estat indicat també per al
tractament de pacients sense la delecid 17p que hagin rebut, com a minim, un
tractament previ**. L’accio del venetoclax és independent de I'estat de TP53, i
genera bones taxes de resposta en monoterapia®.

En pacients en recaiguda o amb malaltia refractaria, el tractament només
s’hauria de comencgar a aplicar si hi ha simptomes. Molts pacients poden
romandre molt de temps asimptomatics sense necessitat de tractament després
d’'una recaiguda. A més, si la recaiguda es produeix passats almenys 24-36
mesos de la quimioterapia i no hi havia alteracié prévia de TP53, es pot provar
de tornar a aplicar el tractament de primera linia. Si la recaiguda es produeix en
menys temps o si ho hi ha resposta a la terapia, cal canviar el regim terapeutic.
Algunes opcions son els antagonistes de BCL-2 (sols o combinats), ibrutinib
(inhibidor de cinases) o idelalisib (inhibidor de PI3K) combinats amb rituximab.
Els pacients en bon estat fisic que assoleixen una segona remissio haurien de
ser considerats per a sotmetre’s a un transplantament al-logenic de cel-lules
mare hematopoetiques?.

Malgrat que sembla que podria augmentar la supervivéncia lliure de progressio,
no esta clar que el transplantament autdleg suposi una millora en la
supervivéncia dels pacients de LLC en estadis avancats!“®. El transplantament
al-logénic s’hauria de considerar per pacients amb recaiguda primerenca, delecio
de 17p o mutacié de TP53 que remetin amb inhibidors de cinasa o antagonistes
de BCL-2, aixi com en pacients que no responguin a diverses linies de terapia?.

Com s’ha comentat préviament, la transformacié a limfoma de Hodgkin es pot
tractar amb la quimioterapia convencional per a aguesta malaltia i sol donar taxes
de remissi6 llargues?. Pel que fa a la transformacié de Richter, té una resposta
pobra a tractaments. Algunes de les terapies disponibles son R-CHOP
(ciclofosfamida, vincristina, doxorubicina, i dexametasona (CHOP) més
rituximab), rituximab més hiper CVAD (ciclofosfamida, vincristina, doxorubicina i
dexametasona alternades amb metotrexat i citarabina) o OFAR (oxaliplati,
fludarabina, citarabina i rituximab). La resposta €s generalment curta i pot ser
aconsellable el transplantament en aquells pacients que compleixin els requisits®.

A banda del tractament contra la mateixa LLC, els pacients poden requerir
tractaments complementaris per les complicacions que es poden derivar de la
leucémia. En el cas de la citopenia autoimmune, els corticoesteroides poden
donar bons resultats. Pels pacients que no hi responen, es pot administrar
rituximab, | en cas que tampoc responguin, s’aconsellaria realitzar una
esplenectomia?.

Un altre problema recurrent son les infeccions, el que fa que sigui convenient
limitar I'Us de corticoesteroides | d’altres agents immunosupressors.
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L’administracié d'immunoglobulina profilactica sistemica no té efectes negatius
en els pacients, i es recomana en aquells que presentin infeccions recurrents o
amb hipogammaglobulinemia severa. La profilaxi antibiotica, antiviral i
antifangica s’hauria d’administrar en pacients amb infeccions recurrents o amb
un elevat risc de contraure’n. També es recomana la vacunacio contra el
pneumococ i la grip estacional®.

Malgrat que els estudis son recents i en general compten amb cohorts reduides
de pacients, sembla que la mortalitat per COVID-19 en pacients amb LLC se
situaria al voltant del 30%%*"48. No s’ha determinat fins a quin punt aquesta
elevada mortalitat seria causada directament per la malaltia, atés que els
pacients amb LLC solen presentar altres factors de risc com I'edat i comorbiditats
que tindrien un pes important en aquestes taxes. El fet de rebre tractament no
va demostrar diferéncies en la mortalitat en comparacié amb aquells pacients
amb LLC als quals només se’ls realitzava un seguiment, sense I'administracié de
cap farmac. L’administracioé d’inhibidors de la tirosina cinasa de Bruton tampoc
va demostrar cap influéncia en la mortalitat*®.

1.4. Cel-lules mare leucémiques

En alguns cancers i leucemies, com ara la leucémia mieloide cronica i la
leucemia mieloide aguda, s’ha descrit I'existéncia de poblacions de cel-lules
mare leucemiques?*®°°. Aquestes ceél-lules comparteixen moltes caracteristiques
amb les ceél-lules mare normals, com ara, la capacitat d’autorenovacio, certa
quiescencia i la preséncia de mecanismes que les fan resistents a quimioterapia,
radioterapia i altres estimuls externs que en poguessin induir I'apoptosi o la
propia diferenciacio cel-lular. Alhora, tot i que no necessariament han de tenir
unes taxes de proliferacié molt elevades, si que presenten una elevada capacitat
d’autorenovacio i de generar cel-lules més diferenciades i amb majors taxes de
proliferacié que formen el gruix tumoral. Per tot plegat, aquestes cél-lules serien
les principals responsables de les recaigudes que es produeixen després del
tractament, fins i tot quan hi ha hagut una aparent remissié completa. El
romanent d’'un nombre indetectable d’aquestes cél-lules acabaria regenerant la
malaltia al cap del temps, provocant la recaiguda una vegada interromput el
tractament®°,

En la LLC se sol considerar que la malaltia ve donada més aviat per uns nivells
d’apoptosi reduits en les cél-lules madures, que a més, anirien acumulant
mutacions. No obstant, encara que hi ha molt pocs estudis al respecte i se’'n
desconeix la identitat exacta, també hi ha diferents evidencies que apunten a
I'existéncia de cél-lules mare leucémiques en la LLC®!. D’aquesta manera, tot i
que les cél-lules de LLC s6n madures, totes tindrien I'origen en una poblacié més
indiferenciada, responsable de generar les cél-lules de la LLC propiament dites,
monoclonals i amb defectes en els mecanismes d’apoptosi.
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Segons un estudi realitzat per Kikushige et al.®!, I'origen de la LLC es podria
trobar en les HSC. En primer lloc, I'estudi destaca el fet que la LLC no sempre
€s monoclonal, i que, d’altra banda, sol anar precedida d’'un periode més o
menys prolongat de MBL, normalment asimptomatic i caracteritzat per la
preséncia persistent d’'un nombre relativament elevat de limfocits B, sense
superar els 5000/uL en sang periferica. Els limfocits B de la limfocitosi B
monoclonal, malgrat el nom, pertanyen a més d’'una clona en un 20-70% dels
casos. Aixi, semblaria evident que en la progressio de la malaltia de MBL a LLC,
a banda de I'increment en el recompte de limfocits B hi hauria un fet determinant,
que seria una tendéncia a la monoclonalitat®!.

Realitzant un xenotransplantament de HSC de pacients amb LLC en ratolins, els
investigadors del mateix estudi van veure que es produien certes diferencies en
comparacié a quan es trasplantaven HSC de donants sans, com ara, la produccio
d’'un major percentatge de cél-lules de llinatge B i la frequent coexpressié de CD5
en els limfocits B derivats d’aquestes HSC. Aixo indicaria que les HSC dels
pacients de LLC sén diferents de les d’individus sans. Tot i aixo, també van
observar que el xenotransplantament de HSC de pacients de LLC generava
caracteristiques més propies de MBL que de LLC. Només les HSC de pacients
van generar cél-lules B clonals. A més, a diferéncia dels controls, les HSC de
pacients van generar clons positius per CD5 i CD23, i un major nombre de
cel-lules B policlonals. Tot i aix0, analitzant la recombinacié de VDJ, es va
observar que les cél-lules generades eren diferents de les dels pacients d’origen,
i que no tenien els cariotips anormals propis de la LLC®?,

Tot plegat porta a pensar que els origens de la propensio a desenvolupar LLC
es troben ja en les HSC, encara que no sén suficients per generar la LLC;
aguestes generarien un gran nombre de cél-lules B, algunes de les quals podrien
adquirir noves mutacions que serien determinants per la progressié de MBL cap
aLLC®,

Tot i que la informacio sobre I'existéncia de cel-lules mare leucémiques en la LLC
sigui molt limitada, val a dir que la caracteritzacié d’aquestes poblacions és
dificultosa en general, també en altres leucemies, aixi com quan es tracta de
cel-lules mare no leucemiques, ja que la seva determinacié per marcadors
fenotipics presenta moltes limitacions. No hi ha gaires marcadors especifics
d’aquest tipus de cél-lules®®%2, i molts dels que s'utilitzen per aillar-les no
semblen ser imprescindibles per a la seva funcionalitat®. A més, molts d’aquests
marcadors poden presentar variacions importants en funcio de diversos factors,
com ara l'estat d’activacié o caracteristiques de 'ambient en qué es troben les
cél-lules®53, Alguns estudis, de fet, apunten que caldria considerar les cél-lules
mare com un poblacio heterogenia definida per la funcio, més que no pas com
una entitat cel-lular especifica, uniforme i caracteritzable per un fenotip o uns
marcadors concrets®3. Es per aixd que resulta essencial la cerca d’alternatives
per a la identificaci6 d’aquestes poblacions, com poden ser les analisis
funcionals, que utilitzen la fisiologia de les cél-lules en comptes de marcadors
fenotipics per a la seva determinacié®+->’.
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2. ApoptosienlaLLC

L’apoptosi, o mort cel-lular programada, és un procés pel qual la cel-lula activa
diferents mecanismes per entrar en una via de mort controlada. Aquesta mort pot
estar induida per factors diversos, com ara senescencia o danys irreversibles en
el DNA, i es produeix de forma ordenada, sense que la membrana cel-lular perdi
la seva integritat ni es produeixi inflamacio. Es diferencia aixi de la necrosi,
procés patologic en que hi ha un dany tissular, en qué les cél-lules es trenquen i
es produeix inflamaci6?®. Les cél-lules que entren en apoptosi solen seguir un
patré d’afectacié que inclou I'arronsament i la condensacié de la cél-lula, el
col-lapse del citoesquelet, la disgregacié de I'embolcall nuclear, la condensacio
de la cromatina i la seva fragmentacio, i finalment la disgregacio de la cél-lula en
cossos apoptotics?®. L’apoptosi és un mecanisme indispensable en processos
com I'embriogénesi i la senescéncia i caiguda de flors i fulles en les plantes??.
De fet, apoptosi en grec significa “caiguda de la fulla”. L’apoptosi també és
indispensable per mantenir ’homeostasi dels teixits, ja que en tots els organs és
necessari que hi hagi un recanvi cel-lular per mantenir-ne el correcte
funcionament?8,

En les cél-lules tumorals, I'apoptosi sol estar reduida, el que implica que les
cel-lules es multipliquin indefinidament i no morin malgrat patir alteracions
genetiques, de manera que es produeix un creixement cel-lular desordenat i
s’afavoreix 'acumulacié de mutacions en el DNA. L’apoptosi és un mecanisme
complex que es pot induir per diferents vies, i esta regulat per molts gens, els
quals poden actuar com a protooncogens si es veuen alterats per alguna
mutacio. Per tal com I'apoptosi €s un element clau per entendre els processos
tumorals i els mecanismes d’accié de molts tractaments, a continuacié es
presenten algunes de les vies i moléecules més freqiientment implicades en el
cancer, especialment aquelles més especifigues que poden estar afectades en
la LLC i sobre les quals esta descrit que actua la curcumina, objecte d’estudi de
la present Tesi Doctoral.

2.1. P53

La molécula p53, també anomenada “guardia del genoma”, és una proteina que
actua com a supressora de tumors a través de diferents mecanismes
moleculars?’. El gen que la codifica, TP53, es troba en el brac curt del
cromosoma 17 (17p13). Té una funcio indispensable per induir la resposta de la
cél-lula quan hi ha dany al DNA, aturant el cicle cel-lular si hi ha mutaci6. Si es
produeix una alteracio, es pot donar el cas que les cél-lules amb certes
mutacions no entrin en apoptosi i s’acabi desenvolupant un cancer. De fet, cap
al 50% dels tumors humans tenen mutacions en TP53%.

La p53 s’expressa constitutivament en tots els teixits, pero els nivells son
normalment baixos perque es troba associada a MDM2, una ubiqitina ligasa
gue promou la seva eliminacié al proteasoma. Aquest procés pot disminuir si hi
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ha dany al DNA o per altres senyals, fent que la p53 s’acumuli i produeixi
diferents efectes, com la detencié del cicle cel-lular, en els punts de control G1/S
0 G2/M, ja que activa la transcripcido de p21, un inhibidor de CDK; I'activacio
d’enzims de reparacié del DNA; I'entrada en senescéncia, é€s a dir, la parada
permanent i irreversible del cicle cel-lular; i 'activacié d’apoptosi, en actuar com
a promotor de gens proapoptotics com ara BAX o en reprimir proteines
antiapoptotiques com BCL-2 o BCL-XL?’,

Com s’ha comentat préviament, les delecions i mutacions de TP53 son
relativament frequents en LLC, sobretot en pacients de risc o que han recaigut, i
tenen una gran rellevancia clinica, ja que confereixen un pitjor pronostic a causa
d’'una progressi0 més rapida de la malaltia i a que generen resistencia al
tractament amb fludarabina*?2>28, Esta descrit que la curcumina és capag d’induir
apoptosi en certs tipus de cancer en augmentar els nivells o sobre-regular
I'expressio de p53°8-62 tot i que també esta descrit que pot induir apoptosi
independentment d’aquest factor®3-65,

2.2.BCL-2

Quan la cél-lula rep certs factors d’estres, es pot activar I'apoptosi per mitja de
'anomenada via intrinseca o mitocondrial, amb la qual s’activa una cadena de
senyalitzacié que acaba desembocant en la despolaritzacié de la membrana
mitocondrial i I'alliberament del citocrom C. Els noms d’aquesta via, mitocondrial
i intrinseca, fan referéncia al paper central que ocupa el mitocondri, i al fet que
es tracta d’'una via que s’activa a nivell intracel-lular. Es diferencia aixi de la via
extrinseca, que s’activa per senyals externs, mediats pels anomenats lligands i
receptors de mort cel-lular, per induir 'apoptosi?®.

Les proteines BCL (B-Cell Lymphoma) sén reguladores de la via intrinseca
d’apoptosi, que actuen activant-la o inhibint-la. La proteina BCL-2 s’expressa a
la membrana externa del mitocondri, on actua promovent la supervivencia
cel-lular. BCL-2 actua conjuntament amb BCL-XL per inhibir BAX i BAK, dues
proteines proapoptotiqgues que promouen la permeabilitzacié del mitocondri que
comporta l'alliberament del citocrom C i d’espécies reactives de l'oxigen
(Reactive Oxygen Species, ROS), iniciadors de la cascada d’apoptosi. La
disminuci6 de la relacio BCL-2/BAX és la que determina que s’activi 'apoptosi.
Aguesta relacié esta regulada per la p5328-°,

La proteina BCL-2, que és codificada pel gen BCL-2 que es troba en el brag llarg
del cromosoma 18 (18g21), esta constitutivament sobreexpressada en LLC, i
seria una de les causes de la sensibilitat reduida a I'apoptosi i un factor
pronostic®®. La inhibicié selectiva de BCL-2 és el mecanisme d’accié pel qual
indueix apoptosi en les cél-lules de LLC el venetoclax, farmac utilitzat en pacients
de LLC préviament tractats, incloent aquells amb caracteristiques de risc
advers*>%7, Esta descrit que la curcumina disminueix I'expressié constitutiva de
BCL-2 i BCL-XL alhora que té un efecte inductor sobre BAX58:60,
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L’activacié de la via intrinseca comporta l'alliberament del citocrom c, una
hemoproteina hidrosoluble que forma part de la cadena de transport d’electrons
del mitocondri, que en ser alliberada al citoplasma s’'uneix a APAF1 (Apoptotic
Protease Activating Factor-1), una proteina adaptadora activadora de
procaspases. La uni6 del cictocrom c i APAF1 forma I'apoptosoma, que uneix
procaspasa 9, la qual és activada i passara a activar altres caspases. Alhora, les
proteines IAP (Inhibitors of Apoptosis) actuen inhibint les caspases, mitjangant la
unié a aquestes i també promovent-ne I'eliminacioé als proteasomes, mentre que
la proteina mitocondrial DIABLO o SMAC (Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases) s’uneix a les IAP i permet I'activacié de les caspases i la
progressié de I'apoptosi?.

2.3. Caspases

Les caspases sOn proteases que constitutivament es troben en una forma
inactiva o també anomenada zimogen, les procaspases, i que no s’activen fins
que no sb6n processades proteoliticament, arran de [l'activacié d’'una via
d’apoptosi. S6n un element clau de la maquinaria intracel-lular implicada en
I'activacio de I'apoptosi. Se’n distingeixen dos tipus, en primer lloc, les caspases
apicals, iniciadores o upstream, son les caspases 2, 8, 9 i 10, encarregades
d’iniciar la cascada d’activacid; i en segon lloc, les caspases executores o
downstream, que sén les caspases 3, 6 i 7, efectores d’apoptosi. L’activacio de
les caspases comporta l'activacidé proteolitica de més procaspases i altres
enzims, com les endonucleases, aixi com la proteolisi de multiples proteines com
poden ser, per exemple, les laminines nuclears, que mantenen la integritat del
nucli. Amb l'activacioé de la via intrinseca, la procaspasa 9, apical, es combina
amb el citocrom ¢ que ha estat alliberat del mitocondri i la proteina APAF1 de
'apoptosoma i és activada. Llavors, la caspasa 9 activada, iniciara 'activacio de
les caspases efectores. La caspasa 8, en canvi, esta més relacionada amb
I'activacié de la via extrinseca?®.

Sembla que la resisténcia a I'apoptosi de la LLC no estaria causada per cap
defecte de les propies caspases, siné que I'activacio d’aquestes estaria reduida
a causa d’'una afectacid de les vies intrinseca i extrinseca causada per altres
factors upstream®-70. S’ha demostrat en diversos estudis que la curcumina pot
augmentar [l'activitat de les caspases, tant per la via intrinseca com
extrinseca®’1-73, encara que també s’ha descrit que pot induir apoptosi
independent de caspases’*’>.

2.4. NOTCH

La via NOTCH és una via de senyalitzacio for¢ca conservada en els organismes
pluricel-lulars. Presenta els receptors NOTCH1-4 en mamifers. Els receptors de
NOTCH sén un complex heterodiméric compost d’'un domini extracel-lular
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receptor de lligands i d’'un domini transmembrana i intracel-lular que actua de
mediador de la senyalitzacié. Quan el receptor rep un lligand, es produeix una
proteolisi del fragment intracel-lular, que es transloca al nucli per formar
complexos de transcripcio. El fragment intracel-lular té un domini que és fosforilat
per a la ubiquitinitzacié de la proteina quan ja s’ha activat la transcripcié® 6.

La via NOTCH s’activa per contacte cel-lula-cél-lula, i esta implicada en la
regulacio de multiples processos de diferenciacié i desenvolupament, tant en
'embrié com en I'adult. També esta implicada en el manteniment de les cel-lules
mare, i en la regulacié de la diferenciacio, proliferacié, supervivencia i motilitat
cel-lulars. Esta implicada en la transcripcio de diverses proteines, com ara p21,
ciclina D, c-Myc o NFkB. A més, té implicacio en la integracié de vies com Wnt,
SHH, Ras/Raf o NFkB, entre d’altres.

Aquesta via esta constitutivament activa en la LLC, en comparacié amb les
cel-lules B normals, i sembla que estaria implicada en les majors taxes de
supervivencia de les cel-lules leucemiques. A més, son relativament freqients
les mutacions en NOTCH1, que solen afectar el domini d’ubiquitinitzacio, de
manera que es produeix una proteina de vida més llarga. Aquestes mutacions
estan relacionades amb una malaltia més agressiva®>’®. Esta descrit que la
curcumina redueix la proliferacié i indueix apoptosi en models cel-lulars de
diversos cancers a través de la inhibicié de la via NOTCH"6-80,

2.5. NFkB

El factor nuclear NFkB és el complex proteic central d’'una via que porta aquest
mateix nom i que regula multiples processos bioldgics com soén la diferenciacio
cel-lular durant I'embriogénesi, la inflamacié i la resposta immunitaria, i la
proliferacié i la supervivéncia cel-lular’®. Es tracta probablement de la via
inflamatoria més important i estudiada. Es comenta en aquest apartat perque
guan esta sobreexpressada pot promoure la progressio del cancer, ates que
molts dels factors inflamatoris que s’activen per aquesta via redueixen la
sensibilitat a 'apoptosi de les cél-lules tumorals®!. A més, té un paper important
regulant 'expressio d’una gran varietat de gens, la supervivencia i la diferenciacio
en cel-lules B#,

L’NFkB és un complex de factors de transcripcio que esta implicat en la regulacioé
de multiples gens proinflamatoris, que codifiquen per diferents citocines,
quimiocines i molécules d’adhesié®. Es troba ja sintetitzat a les cel-lules,
constitutivament inhibit per IkB, pero en preséncia d’estimuls proinflamatoris, IkB
és fosforilat per les cinases IKK, el que promou la seva ubiquitinitzacio i
I'alliberament de NFkB2®.84 En humans, les proteines que formen part del
complex sén p50/p105 (NFkB1), p52/p100 (NFkB2), p65 (RelA), c-Rel i RelB?2,

L’NFkB és un factor clau en la patogénesi de la LLC i un potencial objectiu per a

noves terapies. Esta constitutivament activat en la LLC, sobreregulant diferents
gens anti-apoptotics com BCL2, de manera que €s una de les causes de de les
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taxes d’apoptosi reduides de la malaltia. També causa una major resistencia a
les terapies, intervé en la comunicacié de les cel-lules de LLC amb el
microambient protector i esta descrit que els nivells d’'uni6 a DNA de la seva
subunitat RELA s’associen amb periodes de temps del diagnostic fins al primer
tractament i OS més curts. La inhibicié de NFkB indueix 'apoptosi de les cel-lules
de LLC in vitro, pero sembla que in vivo hi hauria un efecte protector del
microambient que caldria suprimir per mantenir aquest efecte82:5,

La curcumina esta ampliament descrita com a inhibidora de NFkB5%85986-89 En
tractar-se d’un factor de transcripcid molt central en el metabolisme, la seva
inhibicié acaba traduint-se en un efecte generalitzat sobre diverses vies i
molécules implicades en inflamacié i oncogénesi®.

2.6. Via Wnt

La via Wnt és una via de senyalitzacio central en 'embriogénesi dels mamifers,
perd també en I'homeodstasi de teixits adults. Es troba regulant multitud de
processos, com ara I'equilibri entre stemness i diferenciacié, regulacié del cicle
cel-lular, proliferacio, apoptosi, interaccions intercel-lulars, relaci6 amb el
microambient, adhesio, motilitat o migracié cel-lular. També estaria relacionada
amb I'hnematopoesi, ja que té un paper important en la biologia de les HSC.
D’altra banda, aquesta via es troba alterada en molts cancers i leucémies®!, i se
sap que la seva activacié aberrant té un paper important en 'oncogénesi®?. Esta
estudiat que en la LLC diversos gens de la via estan sobreexpressats, i que aixo
podria contribuir als nivells d’apoptosi reduits i a la major supervivéncia de les
cél-lules leucémiques®?.

La senyalitzacio de la via es produeix a través de la unié de les WNT, una familia
forca extensa de glicoproteines secretades, amb els receptors FZD, el que
genera cascades de senyalitzacié forca complexes dins la cél-lula®. La via Wnt
esta composta per tres vies moleculars diferents, la canonica, o dependent de B-
catenina, la Wnt/PCP (Planar Cell Polarity), i la Wnt/Ca?* %3, Tot i no ser tan
coneguda com la Wnt/B-catenina, sembla que en les leucémies de cél-lules B
madures, com la LLC, la branca amb més implicacid6 seria Wnt/PCP, amb
especial rellevancia del co-receptor ROR1, un marcador forca utilitzat per la
deteccio i seguiment de la LLC mitjancant citometria de flux, ja que no s’expressa
en cél-lules B madures normals®..

Esta descrit que la curcumina pot inhibir la via Wnt/B-catenina en models

cel-lulars de diversos cancers, reduint-ne aixi la proliferacio i induint
apoptosi®®94:95,
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2.7. JAK-STAT

La via JAK-STAT esta implicada en la transduccié de senyals, a partir de
I'activacio dels receptors que es produeix amb la unié de citocines i factors de
creixement. Els receptors estan associats a les Janus Cinases (Janus Kinases,
JAK), que fosforilen i activen les proteines reguladores de gens Signal
Transducer and Activator of Transcription (STAT), les quals passen llavors del
citosol al nucli, on regulen la transcripcié de certs gens.

Breument, la unié d’un lligand, com pot ser una citocina, al receptor, fa que
aguest dimeritzi i les proteines JAK que hi estan associades s’acostin entre elles.
Les proteines JAK es fosforilen mutuament en els residus tirosina, el que
n‘augmenta l'activitat cinasa. També es fosforila el receptor, creant-hi punts
d’'unié per dominis SH2. Aixd fa que s’hi uneixin les proteines STAT, que sén
fosforilades per JAK. Aquesta fosforilacido causa la dissociacié de STAT, que
formaran homo o hetero dimers que es translocaran al nucli. La uni6 de proteines
adaptadores pot facilitar la comunicacié d’aquesta via amb altres, com la via
MAPK?28,

La familia de les proteines STAT esta formada per un conjunt de molecules amb
una important implicacié en el desenvolupament d’érgans i en la supervivéncia i
proliferacio cel-lular. STAT3 és un factor de transcripcié que esta implicat en la
senyalitzacié de citocines. La seva activacio constitutiva ha estat descrita en
molts tipus de cancer, solids i hematologics, incloent mama, carcinoma escamaos
de cap i coll, mieloma multiple o cancer de pancrees®®9-%8 En la LLC també esta
descrita I'activacioé constitutiva de STAT3, aixi com també la de STAT1, que
estaria relacionada amb els nivells d’apoptosi reduits, en activar la transcripcié
de gens de supervivéncia i proliferaci%:°°.

Esta descrit que la curcumina és capa¢ d’augmentar I'apoptosi o reduir el

potencial metastatic en diferents cancers a través de la modulacié de la via
JAK/STAT, gracies en part a la reduccié de I'activacio de STAT358:59,100-102,
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3. Resistencia a farmacs

Les cél-lules neoplasiques poden mostrar una resistencia incrementada als
tractaments per mitja de diversos mecanismes. Un dels multiples sistemes
d’evasio del cancer és el desenvolupament de resisténcia a farmacs (Multidrug
Resistance, MDR) mitjancant I'extrusié dels farmacs fora de la cél-lula per mitja
de bombes ATP (transportadors ATP-binding cassette (ABC)). Es tracta de
proteines de membrana que actuen com a transportadors mitjancant hidrolisi
d’ATP. Se’n coneixen 49 en humans, amb diferents nivells d’activitat, especificitat
i localitzacio, i es classifiqguen en subfamilies que van de la A a la G1%,

El transportador ABCB1, més conegut com a glicoproteina P (P-glycoprotein, P-
gp), és el més estudiat. Es tracta d’'una glicoproteina de 1280 aminoacids que
pertany a la subfamilia B1, i és codificada pel gen ABCB1 (MDR1). Amb la unié
d’ATP, aquesta proteina pateix un canvi conformacional per generar un canal
que permet I'extrusié de certs compostos fora de la cél-lulal®. Alguns dels
farmacs que es coneix que sén extrudits per aquest transportador sén les
podofilotoxines (com I'etopdsid), la colquicina, els alcaloides de la vinca, els
taxans o les antraciclines%4.

La curcumina actua reduint I'activitat de la P-gp!°31%, i produeix aixi una
quimiosensibilitzaci6 a certs farmacs, en augmentar-ne els seus nivells
intracel-lulars. Aquest efecte podria ser causat per la propia estructura quimica
de polifenol, amb multiples grups hidroxil fenolics que quedarien carregats en
condicions fisiologiques i generarien multiples ponts d’hidrogen i enllagos idnics
amb proteines, de manera que es produiria un efecte pleiotropict©s.

A la base de dades DrugBank!% hi ha un registre de les diverses molécules que
s’han descrit com a inhibidores de la P-gp. En molts casos es pot tractar
parcialment d’una inhibicié competitiva, és a dir, que la P-gp es veu inhibida en
part perqué actua extrudint el compost en questid, i aixd0 disminueix la seva
capacitat d’extrusio d’altres molécules. Alguns dels agents que s’han estudiat en
la present Tesi Doctoral estan registrats com a substrat/inhibidor de la P-gp, com
ara la curcumina, I'etoposid, la colquicina, el venetoclax, la mitoxantrona i la
doxorubicina. També figuren altres farmacs antineoplasics com el tamoxife, el
paclitaxel, l'imatinib, l'idelalisib, la vinblastina i la vincristina, aixi com altres
farmacs forga coneguts com I'ibuprofée, 'omeprazol, la ciclosporina, el verapamil,
la digoxina, la dexametasona, la prednisona, la progesterona o la testosterona,
entre molts d’altres06.

Malgrat que la rellevancia de la P-gp en la LLC ha estat extensament estudiada,
els resultats obtinguts han estat diversos i encara no hi ha consens sobre la
importancia clinica que tindria en la malaltial®4197.108 Cal tenir en compte que
I'expressié de la P-gp no és exclusiva de les cél-lules leucemiques, tot i que si
qgue sembla que en les cel-lules de la LLC hi hauria una major activitat d’aquesta
proteina transportadora. D’altra banda, I'expressido de la P-gp en cél-lules
normals tampoc és uniforme, i sembla que hi hauria un augment de la seva
expressié associat amb I'edat'®®. Pel que fa a la seva implicacié en la resposta
als tractaments, tot i que els resultats també han estat dispars, sembla que
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aquells pacients amb més expressié de P-gp o0 en els quals aquesta no
disminueix en realitzar el tractament, presentarien menys resposta a la
quimioterapial®”108,

El seglent transportador més estudiat és ABCG2, també conegut com BCRP
(Breast Cancer Resistance Protein). Esta implicat en la resistencia a diversos
agents antineoplasics, com els derivats de la camptotecina, la mitoxantrona o la
doxorubicina®*109 Entre els inhibidors d’ABCG2 es troben el venetoclax i altres
farmacs com la ciclosporina, I'imatinib, el dasatinib, el verapamil, 'omeprazol,
I'estradiol, la dexametasona o la progesterona, entre molts altres!!, La
curcumina no figura com a inhibidor d’aquest transportador, ni cap dels farmacs
testats en aquesta Tesi a excepcié del venetoclax!1. Tot i aixo, hi ha articles que
apunten a que la curcumina si que podria tenir un efecte inhibidor sobre aquest
transportador!t112. No hi ha gaire informacié sobre la possible implicacié
d’aquesta proteina en la LLC, tot i que esta descrit que els seus nivells
d’expressié en les cél-lules de la LLC soOn relativament elevats, mentre que els
limfocits B normals practicament no I'expressent1s,

Pel que fa al transportador ABCC1 (Multidrug Resistance-associated Protein 1,
MRP1), esta implicat en la resisténcia a etoposid, i també és inhibit per la
curcuminatt214 | '’ABCC1 es troba sobreexpressat en les cél-lules de la
LLC15116 j alguns estudis apunten a que els seus nivells serien més elevats en
la LLC progressiva o refractariall’, aixi com en pacients que han estat tractats
amb farmacs que soén transportats per la P-gp!*®, de manera que sembla que
podria tenir una implicacioé important en la resistencia a farmacs en la LLC.

Tot i no tractar-se directament de la curcumina, en un estudi es va descriure que
el seu derivat tetrahidrocurcumina inhibia els transportadors de farmacs ABCB1
(P-gp), ABCG2 (BCRP o MXR) i ABCC1 (MRP1) en models cel-lulars de
carcinoma cervical i cancer de mama. Aquest efecte semblava el responsable
d’augmentar la sensibilitat de les ceél-lules a vinblastina, mitoxantrona i
etoposid???,
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4. Curcumina

4.1. Origen

La curcumina, també anomenada diferuloilmeta, €s un compost fenolic present
en el rizoma de la curcuma (Curcuma longa) i altres especies de la familia. La
curcuma és una planta monocotiledonia de la familia de les Zingiberacies (Figura
2 i Figura 3), relativament propera al gingebre (Zingiber officinale). Es nativa del
sud-est asiatic, i requereix un clima temperat, amb humitat ambiental, de manera
que el seu cultiu a gran escala en molts paisos esta relativament limitat, centrant-
se sobretot en arees de clima tropical''®1%°, A més de la Curcuma longa, altres
plantes filogenéticament properes contenen curcumina, com poden ser Curcuma
mangga, Curcuma zeodaria, Curcuma aromatica, Curcuma xanthorrhiza o
Zingiber cassumunar®. La circuma té una concentracié de curcumina d’unes
38888 ppm (al voltant d’'un 3,9%)%. D’altra banda, la circuma també conté els
curcuminoids demetoxicurcumina i bisdemetoxicurcumina, molt similars a la
curcumina i amb una activitat farmacologica semblant, tot i que es troben en
menors proporcions i no han estat tan extensament estudiats?1-124,

Regne: Plantae
Divisio: Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe: Liliopsida (Monocotiledonies)
Subclasse: Commelinides
Ordre: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Geénere: Curcuma
Espécie: Curcuma longa L.

Figura 2: Taxonomia de Curcuma longa.

La curcuma (Figura 4) ha estat utilitzada des de l'antiguitat per la medicina
aiurveda i xinesa i com a ingredient culinari de llarga tradicio, tractant-se d’'un
dels ingredients indispensables del curri®®%°. Com a Us menys tradicional en
gastronomia, es pot trobar com a colorant alimentari en molts productes
d’alimentacié, on s’etiqueta com a E100%”. En medicina, ha estat utilitzada
tradicionalment per tractar problemes gastrointestinals, hepatics, biliars i
nerviosos, anoréxia, inflamacio, dolor i problemes reumatics, infeccions,
constipats, asma, al-lergies, febres i per guarir ferides i problemes
Cutanis58'59'87'120.
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Pel que fa a la curcumina, és una molécula amb efectes pleiotropics, amb
activitat antibacteriana, antimicrobiana, antiinflamatoria (important efecte
inhibidor de la via NFkB), antioxidant, hipoglicémica i cicatritzant, entre d’altres.
Ha estat estudiada per tractar malalties com la proteinaria, la mucositis, la
depressid, alguns tipus d’esquizofrénia o el deteriorament cognitiu lleu. També
hi ha estudis sobre el seu potencial clinic com a cardioprotector, trombosupressiu
i anti-artritic5959.87.88,120,

En relaci6 amb 'oncologia, la curcumina ha mostrat efectes positius en alguns
tumors, amb accié sobre diverses vies de progressié del cancer, alta
especificitat® i baixes taxes d’aparicid de resisténcies. Un mecanisme d’accid
important d’aquest compost sobre les cél-lules canceroses és la reduccio de les
vies de supervivencia i la induccié d’apoptosi. En canvi, no s’ha trobat toxicitat
en humans a les dosis efectives'?®, de manera que podria ser un compost
adequat per tractar malalties croniques. Per aguests motius, la curcumina es
presenta com una opcio adjuvant per combatre les cel-lules leucemiques i revertir
la resistencia a farmacs i les taxes d’apoptosi disminuides, afectant minimament
les cel-lules normals. Val la pena remarcar que s’ha descrit que la curcumina
assoleix un efecte toxic a dosis molt menors en cél-lules leucémiques que en
cél-lules sanes®. Alguns dels cancers pels quals s’ha estudiat la curcumina sén
el cancer colorectal, el cancer de pancrees, el cancer de prostata, el cancer de
mama, el cancer de pulmé no microcitic, el mieloma mdltiple o la leucémia
mieloide cronica®859.88,

Figura 4: ll-lustracié botanica de la circuma (Curcuma longa), Kéhler's Medizinal-Pflanzen.
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4.2. Biosintesi

Tot i que la ruta de sintesi dels curcuminoids i els gingerols es va comencar a
estudiar ja a la década dels 70, encara no es coneix amb total exactitud'?. Els
precursors de la curcumina s6n una molécula de malonil-CoA (que forma la part
central de la molécula) i dues de p-cumaroil-CoA (que formen els dos extrems).
També esta clara la importancia de la via de sintesi fenilpropanoide,
indispensable per generar el p-cumaroil-CoA. Per aquesta via, gracies a I'enzim
fenilalanina amoni liasa (Phenilalanine Ammonia Lyase, PAL), a partir de
'aminoacid fenilalanina se sintetitza I'acid cinamic, que és un compost clau per
a la sintesi de molts metabolits secundaris, entre d’altres, les cumarines. En el
cas de la curcumina, I'acid cinamic serveix per produir acid cumaric, que al seu
torn serveix per produir el p-cumaroil-CoA (Figura 5 A).

De forma general, dues molécules de p-cumaroil-CoA es condensen amb una de
malonil-CoA, provinent de la ruta d’acids grassos de cadena curta i mitjana, per
formar la curcumina'®®'?’. No es coneix amb certesa quin enzim és el
responsable de la sintesi final de la curcumina, tot i que sembla que seria una
policetid sintasa. Tampoc esta clar si la sintesi de curcumina es pot produir
directament o el que es produeix és el precursor bisdemetoxicurcumina. La
bisdemetoxicurcumina es produiria per la condensacié de dues molecules de p-
cumaroil-CoA amb una de malonil-CoA, per mitja d’'un enzim policétid sintasa, i
posteriorment seguiria dos cicles sequencials d’hidroxilacié i o-metilacio, per
mitja d’'un enzim hidroxilasa i una o-metiltransferasa (OMT), per formar
demetoxicurcumina i, seguidament, curcumina (Figura 5 B). Alternativament, el
p-cumaroil-CoA es podria combinar amb acid shikimic per acabar formant
feruloil-CoA. Dues molécules de feruloil-CoA es podrien condensar amb una de
malonil-CoA per mitja d’'una policétid sintasa per formar directament la curcumina
(Figura 5 B).

Aquesta via de sintesi és molt propera a la que sintetitza els gingerols (Figura 5
C) en el gingebre (Zingiber officinalis), una planta filogenéticament molt propera
a la curcuma. S’ha detectat una elevada activitat de la via fenilpropanoide en els
teixits que acumulen curcuminoids i gingerols?6.
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Figura 5: Via biosintética de la curcumina, altres curcuminoides i gingerols, adaptat de Ramirez-Ahumada et al., 200626,



4.3. Propietats quimiques i fisiques

La curcumina és un polifenol, concretament un diarilheptanoid. Els
diarilheptanoids estan compostos per dos anells aromatics (grups aril) units per
una cadena de set carbonis (hepta) (Figura 6). Els diarilheptanoids lineals, com
la curcumina, també s’anomenen curcuminoides®’. A nivell bioquimic, la
curcumina també es pot classificar com un alca, un derivat de benze, un catecol,
un hepta, un hidrocarboni aciclic i un fenol®. Té una massa molecular de 368,38
g/mol®’. La férmula molecular de la curcumina és C21H200s, i la seva
nomenclatura quimica és 1,7-bis(4-hydroxi-3-methoxifenil)hepta-1,6-die-3,5-
diona?®’.

‘Z.g‘
Wy o
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D

Figura 6: Estructura quimica de la curcumina, en format 2D i tridimensional, Pubchem.

La curcumina, que en estat pur es presenta com una pols composta per cristalls
allargats, té una solubilitat molt limitada en solvents polars. En aigua té una
solubilitat de 3,12 mg/L a 25 °C®’. En canvi, és soluble en acid acétic i etanol (10
mg/mLY). En dimetilsulfoxid (Dimethyl sulfoxide, DMSO), la solubilitat seria
superior a 11 mg/mL. La curcumina €s un compost estable a condicions
d’emmagatzematge estandards, i no consta com a fotolabil®’.

La curcumina té un espectre d’absorcié de la llum compres entre 350 i 550 nm,
amb un maxim situat entre 410 i 470 nm aproximadament!?®-131 mentre que té
un espectre d’emissido compres entre 450 i 650 nm i amb un maxim entre 524 i
571 nm'?%-132 (Figura 7). L’emissié i l'absorcié de la curcumina varien
lleugerament en funcié del solvent3, Es important tenir en compte els espectres
d’absorcié i emissié per a estudis per mitja de citometria de flux i altres
tecnologies que utilitzin fluorescencia, ja que I's de la curcumina pot causar
solapament amb els espectres d’emissi¢ d’altres molécules i impedir 'obtencié
de resultats valids. Pel seu rang d’absorcid, les interferéncies es poden produir
si s’utilitzen els lasers UV (350 nm), violeta (405 nm), blau (488 nm) i verd (532
nm). Basicament, els lasers que es poden utilitzar sense problemes de
solapament quan es fa servir la curcumina son el groc/verd (561 nm) i el vermell
(638 nm).

! Segons cataleg comercial Merck:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c1386?lang=es&reqgion=ES
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Figura 7: Grafic dels espectres d’absorcié i emissio de la curcumina en solucié amb tetrahidrofura,
Ponnuvel et al., 2016131,

4.4. Farmacologia

4.4.1. Farmacocinética

Absorcié

Un dels principals problemes que presenta la curcumina és la seva baixa
biodisponibilitat. La curcumina s’absorbeix poc en administracio oral, ja que té
una absorcié baixa al tracte gastrointestinal. En un estudi amb rates, una
administraciéo en monodosi de 2 g de curcumina va resultar en una concentracio
en plasma de menys de 5 pug/mL8-8, Com una altra prova de la dificultat per
arribar in vivo a les concentracions de curcumina que generen els resultats
optims in vitro, en un estudi clinic de fase | es van administrar fins a 8 g de
curcumina per dia, quantitat que no generava efectes adversos i que es va
administrar durant 3 mesos. La concentracié pic mitjana assolida en plasma va
ser al voltant de 1,77 pM, a les 1-2 hores de 'administracio, i després va anar
disminuint durant 12 hores*?>.

La baixa biodisponibilitat de la curcumina també ve donada en part pel seu rapid
metabolisme al fetge i I'intesti. Segons un estudi realitzat amb rates i humans, la
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co-ingestio de la curcumina amb piperina, un alcaloide del pebre que inhibeix la
glucuronidacié produida en aquests 6rgans, n'augmentaria la biodisponibilitat en
un 2000%?%*33, Des de la data de I'estudi, realitzat el 1998, fins a I'actualitat, s’han
realitzat multiples estudis combinant curcumina amb piperina, a fi d’avaluar
formulacions i presentacions que puguin optimitzar la biodisponibilitat de la
curcumina®34-140,

D’altra banda, el problema de la baixa biodisponibilitat de la curcumina també es
pot reduir amb certes formulacions que n’augmenten I'absorcié. A causa de la
seva baixa solubilitat en aigua, la curcumina s’ha de presentar amb olis o altres
solvents no polars. En els darrers anys s’han realitzat multiples assaigs en quée
s’ha estudiat el benefici que pot suposar la presentaciéo de la curcumina en
diferents formulacions de liposomes o nanoparticules, obtenint en la majoria dels
casos millores importants en I'absorcid, 'estabilitat i la biodisponibilitat de la
curcuminat4t-145,

La curcumina té una pKa de 9,068, Segons Hatcher et al.%®, la curcumina tindria
3 protons ionitzables: un seria el proté endlic, que tindria una pKa de 8,5, i els
altres dos serien els protons fenolics, que tindrien una pKa entre 10 i 10,5%.

Distribucié

No hi ha gaire informacié sobre la distribucio de la curcumina en I'organisme un
cop absorbida. En un estudi realitzat amb rates, en que es van mesurar per
colorimetria els nivells de curcumina en diferents teixits en un interval de temps
entre 15 minuts i 24 hores després d’una administracio oral de 400 mg, no es va
poder detectar curcumina en sang del cor, el que indicava que els valors assolits
eren inferiors a 0,5 pg/mL. Tot i que en nivells baixos, si que es va poder detectar
en sang portal, a concentracions menors de 5 pg/mL, i en fetge i ronyd, a
concentracions de menys de 20 ug/g de teixit. L’absorcié va ser al voltant d’'un
60% de la dosi administrada'*.

En un altre estudi més recent, realitzat amb rates a les quals es va administrar
una dosi oral de curcumina de 340 mg/kg, es va utilitzar cromatografia liquida de
molt alta resoluciéo (Ultraperformance Liquid Chromatography, UPLC) per
detectar els nivells de curcumina en teixits, i espectrometria de masses per
detectar-ne els metabolits. Es va detectar una concentracio de curcumina en
plasma de 16,1 ng/mL, i en orina, de 2 ng/mL. El teixit on es va detectar més
curcumina va ser en mucosa intestinal (1,4 mg/g), seguida de fetge (3671,8
ng/g), cor (807,6 ng/g) i rony6 (206,8 ng/g). Els metabdlits detectats van ser
glucuronids fenolics i alcoholics en plasma i orina; i productes de la reduccié de
la curcumina en el fetge!4’. Aquests resultats expliqguen en bona part 'important
Us que ha tingut la curcuma tradicionalment per tractar problemes hepatics i
gastrointestinals, i que un dels cancers en qué la curcumina ha presentat millors
resultats sigui el de colon.

A nivell cel-lular, la curcumina és internalitzada per transport passiu tant en
cel-lules sanes com tumorals, perdo en major mesura en aguestes segones, i a
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causa del seu caracter lipofilic s'acumula especialment a la membrana cel-lular,
seguida del nucli3°,

Metabolisme

La curcumina és metabolitzada de forma rapida, ja a l'intesti, on es produeix O-
conjugacio per produir glucuronid de curcumina i sulfat de curcumina. També es
produeixen altres metabolits, per reduccido, com la tetrahidrocurcumina,
I’'hexahidrocurcumina i I’hexahidrocurcuminol. A continuacid, és metabolitzada al
fetge, on es produeixen glucuronids de tetrahidrocurcumina, hexahidrocurcumina
i, en menor mesura, acids ferulic i dihidroferulic. Aquests metabdlits s’excretarien
per la bilis. Alguns d’aquests metabolits conserven certa activitat farmacologica
antioxidant i anti-inflamatoria®8.

Excrecio6

En un prova realitzada amb rates es va veure que el 75% de la curcumina
administrada de forma oral s’eliminava amb la femta, mentre que a I'orina només
s’hi van trobar traces. En un altre estudi es va determinar que un 60% es va
absorbir, mentre que un 40% es va excretar sense canvis amb la femta. Amb la
seva injeccid per via peritoneal, un 73% es va expulsar per excrecio fecal i un
11% per excrecio biliar.

Parametres farmacocinétics

En un estudi en qué es va avaluar la farmacocinética de la curcumina en rates
amb diabetis induida per estreptozotocina, a les quals se’ls va administrar
curcumina per via oral a una dosi de 500 mg/kg de pes o bé per via intravenosa
(i.v.) a una dosi de 10 mg/kg, es va obtenir que la curcumina tenia una constant
d’absorcio de 0,29 min-l. La concentracid maxima assolida amb I'administracio
oral va ser de 0,06 pg/mL, i es va assolir als 15 minuts. La biodisponibilitat va ser
0,47%, i el volum de distribucié va ser de 37,49 L/kg en administracié oral i de
10,63 L/kg en administracio i.v. La vida mitjana va ser de 32,7 minuts en
administracié oral i de 8,654 minuts en administracié i.v. Va presentar un
aclariment de 0,85 L/kg/min, i una constant d’eliminacié de 0,02 min? en
administracio6 oral i de 0,08 min't en administracié i.v. (Taula 2),
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Taula 2: Valors dels diferents parametres farmacocinetics de la curcumina obtinguts en rates,
adaptat de Gutierres et al., 201548,

Parametres farmacocineétics Ruta d'administraci6

Oral iV.
K¢ (1/min) 0,02+0,01 0,08+0,02
Vida mitjana (min) 32,70+£12,92 8,64+231
AUC (g/mL/min) 1,89+0,25 12,27+2,75
AUC_.. (g/mL/min) 2,97+0,79 12,45+2,72
Cl (L/kg/min) 0,85+0,24 0,83+0,19
V4 (Lkg) 37,49+ 10,46 10,63 + 4,10
MRT (min) 55,41 + 20,19 12,46 + 3,34
K, (1/min) 0,29 £ 0,15 -
C max (Mg/mL) 0,06 +0,01 3,14+0,90
tmax (Min) 15,00+ 0,00 5,00 £ 0,00
F (%) 0,47 +0,12 100

Parametres farmacocinetics després d’administracié oral (600 mg/kg) i i.v. (10 mg/kg) de curcumina a rates
amb diabetis induida per estreptozotocina. Els valors s’expressen com a mitjana t error estandard de la
mitjana (n = 5).

Kei: constant d’eliminacioé; vida mitjana: temps de vida mitjana; AUCo.: area sota la corba de la concentracio

en plasma en funcié del temps fins al darrer valor quantificable; AUCo.«: area sota la corba de la
concentracio en plasma en funcié del temps extraplolat fins a infinit; Cl: aclariment; Vq: volum de distribucio;
MRT: temps de residéncia mitja; ka: constant d’absorcié; Cmax: concentracié maxima; tmax: temps fins assolir
la Cmax; F: biodisponibilitat.

4.4.2. Farmacodinamica

Alguns dels efectes de la curcumina sén com a analgésic no narcotic, anti-
inflamatori no esteroidic, antipiretic, inhibidor de plaquetes, inhibidor de la sintesi
de prostaglandines (inhibidor de la ciclooxigenasa), antineoplasic, antireumatic,
inhibidor de diferents enzims del complex citocrom P-450, colagog, inhibidor
enzimatic i inhibidor i substrat de la glicoproteina P. També esta descrit que
produeix efectes sobre el sistema nervids central i periféric®’88,

En relaci6 a la leucemia, la curcumina és un agent anticancerés i
quimiopreventiu. També actua com a quimiosensibilitzador, afavorint que alguns
cancers esdevinguin susceptibles a certs farmacs. Alguns dels mecanismes
d’accio pels quals indueix aquests efectes son com a antioxidant, antiinflamatori
o inhibidor de l'angiogénesi. També tindria efecte directament antitumoral,
actuant com a inhibidor de mdultiples enzims metabolics i afectant aixi diverses
vies i molecules relacionades amb la progressié del cancer?”.
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L’efecte antiangiogénic, rellevant sobretot pel tractament i prevencié de la
progressio de tumors solids, seria causat per la inhibicié que produeix de
molecules com FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) i angiopoietina. A més, la curcumina també contribuiria a
disminuir la capacitat metastatica dels tumors en regular molécules d’adhesié
com ICAM (Intercellular Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion
Molecule) i ELAM (Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule), aixi com diferents
metaloproteinases de matriu (Matrix Metalloproteinase, MMP)%8.

La curcumina actua també com a antiinflamatori potent, i en consequiencia, com
a agent anticanceros afectant diferents moléecules implicades en inflamacio,
senyalitzacié de creixement, diferenciacié i transformacié maligna. Entre d’altres,
inhibeix la ciclooxigenasa-2 (Cyclooxygenase-2, COX-2), i amb ella, la sintesi de
prostaglandines. També actua inhibint diferents proteina cinases i I'activacio de
c-Jun/AP-1585988  aqixi com reduint la peroxidacié de lipids i els nivells de
multiples citocines inflamatories®®.

Un efecte molt important de la curcumina que actua com a antiinflamatori i
antitumoral alhora, és la inhibici6 de NFkB. Aquest factor de transcripcid, clau
per iniciar la cascada inflamatoria, esta sobreexpressat en molts cancers, on
participa incrementant la quimioresistencia, la proliferacié i la resistencia a
'apoptosi. Sembla, doncs, que aquesta seria una via clau per la qual la
curcumina restableix la sensibilitat a I'apoptosi en alguns tumors i linies
cel-lulars®®87, Alhora, la inhibicié de NFkB produida per la curcumina exerciria un
efecte molt selectiu, ja que al contrari del que s’observa sobre cél-lules tumorals,
s’ha vist que aquesta inhibici6 pot generar un efecte protector davant la
citotoxicitat produida per farmacs en ceél-lules no tumorals, com les de I'epiteli
intestinal4°.

No es coneix per quina via la curcumina inhibeix NFkB, perd sembla que podria
ser el seu efecte antioxidant el que podria inhibir els intermediaris reactius de
'oxigen (Reactive Oxygen Intermediates, ROI), essencials per a 'activacio de la
via®®. D’altra banda, també esta descrit que la curcumina redueix la fosforilacié i
conseglient degradacié de IkB, molécula inhibidora de NFkB®8. Sigui com sigui,
la inhibicié de NFkB afecta una gran varietat de molécules, com sén la COX-2,
amb gran impacte inflamatori i implicada en la progressié de molts cancers; la
ciclina D, reguladora del cicle cel-lular que pot actuar com a protooncogen i que
es troba sobreexpressada en molts cancers; diferents molécules d’adhesio i
MMPs; la sintasa induible d’oxid nitric (inducible Nitric Oxide Synthase, iNOS),
important font d’oxidacié i inflamacio implicada en molts cancers; les molecules
de supervivencia BCL-2 i BCL-XL, que inhibeixen I'inici de I'apoptosi per la via
mitocondrial; i multiples citocines com IL1, 2, 6, 8, 12, TNF o IFNy®8,

La curcumina també actua inhibint directament altres proteines, enzims i vies
metaboliques relacionades amb la iniciacié i progressio de molts tipus de cancer.
Inhibiria la via JAK-STAT, activada constitutivament en molts cancers, en reduir
la fosforilacio de STAT3 i en inhibir Akt. En reduir la inflamacio que desencadena
I'activacié de JNK, també reduiria I'activacié de la via MAPK, implicada en
proliferacio i diferenciacié cel-lular i també afectada en molts cancers. La
curcumina també té un efecte inhibidor sobre la via Wnt/B-catenina, aixi com
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sobre EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). D’altra banda, la curcumina
també podria augmentar els nivells de certes molécules, com PPARy
(Peroxisome Proliferator-Associated Receptor y), que actua induint diferenciacio
i reduint la proliferacio cel-lular; o Nrf2, que activa mdaltiples molecules
antioxidants i detoxificadores i seria efica¢ per prevenir la iniciacio del cancer.
Finalment, també esta descrit que la curcumina és capag¢ d’induir apoptosi en
augmentar els nivells o sobre-regular I'expressio de p53°8-62,

La curcumina és un compost antioxidant, que actua com a segrestador
d’espécies reactives de 'oxigen en els teixits i inhibeix la peroxidacié de lipids i
el dany en DNA induit per peroxid®1°°, Bona part d’aquesta capacitat ve donada
per la seva estructura quimica, amb dos anells aromatics, una unié de set
carbonis i diversos enllacos insaturats, el que li permet cedir electrons®’15,
Alhora, la mateixa estructura quimica és la causa de dues propietats més de la
curcumina, ja que li permet interactuar amb una gran varietat de biomolécules
per unions covalents i no-covalents. Aquesta afinitat per diferents molécules, a
mes, és afavorida per la seva hidrofdbia, unions d’hidrogen i la flexibilitat del grup
d’unio dels dos fenols. Aixi, d’'una banda, la curcumina tindria una elevada afinitat
pels grups tiol de les proteines, el que la faria un inhibidor enzimatic d’ampli
espectre, i de I'altra, actuaria com un agent quelant que permet reduir la toxicitat
induida per alguns metalls.8”:151

Tot i la seva capacitat antioxidant, la curcumina també pot actuar com un agent
pro-oxidant, incrementant els nivells de radicals lliures i disminuint els nivells de
glutatio. Aquest, de fet, seria un mecanisme pel qual sembla que la curcumina
pot induir apoptosi i potenciar I'efecte d’alguns farmacs!®2153, A més, es tractaria
d’'un mecanisme selectiu, ja que afavoriria la toxicitat sobre les céel-lules tumorals,
les quals tenen de base uns nivells d’estrés oxidatiu augmentats a causa del seu
metabolisme aberrant, mentre que practicament no tindria efecte sobre cél-lules
sanes, en les quals l'increment d’oxidacié produit no assoliria uns nivells prou
elevats com per generar danys i induir apoptosi®”-152,

A causa dels multiples efectes descrits, que augmenten els nivells d’apoptosi de
les cel-lules tumorals, la curcumina actua com a quimiosensibilitzador, revertint
la resisténcia a molts farmacs. Pel mateix motiu, també actuaria inhibint la
carcinogenesi en diferents fases, com son la carcinogénesi induida per agents
quimics, la promocio del tumor, el creixement del tumor i la proliferacio de les
cel-lules tumorals i la progressié del cancer. A més, esta descrit que la curcumina
també pot actuar com a quimiopreventiu, és a dir, reduint el risc de desenvolupar
certs tipus de cancer, com el de colon, estomac, i pell>®87,

Per mecanismes similars als descrits, la curcumina produiria radiosensibilitzacio
de les cél-lules tumorals, pero també exerciria un efecte citoprotector sobre les
cel-lules no canceroses davant la radioterapia. Aquest fet s’explicaria perqué
d’una banda restaura els nivells d’apoptosi i redueix les vies de supervivéncia
sobreexpressades en les cél-lules tumorals, pero alhora tindria un efecte
antioxidant i antiinflamatori que reduiria els danys produits en el teixit sa%®.
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4.4.3. Toxicitat

Practicament no s’han registrat efectes adversos de la curcumina. En alguns
casos podria produir efectes gastrointestinals adversos de poca gravetat®”1>4, La
curcumina esta registrada a la base de dades DrugBank com a inhibidor del
complex del citocrom P450 (CYP3A), central en el metabolisme hepatic de molts
farmacs®1%, i s’ha descrit que pot elevar els nivells d’alguns enzims hepatics,
sense produir dany ni generar cap simptomatologia®’. En general, la curcumina
no presenta toxicitat a les dosis utilitzades. Com s’ha comentat previament a
'apartat d’Absorcid, en un estudi clinic de fase | es van administrar fins a 8 g de
curcumina per dia, durant 3 mesos, sense generar efectes adversos!?®. Una altra
prova que la curcumina és ben tolerada de forma oral fins a aquesta dosi, és el
cas clinic d’'una dona de 57 anys amb mieloma multiple en progressié després
de tres recaigudes, que va estar prenent 8 g de curcumina complementada amb
bioperina (piperina) en una Unica dosi oral als vespres en deju durant almenys 5
anys (temps de seguiment reportat). Coincidint amb l'inici d’aquest tractament i
en absencia de cap tractament convencional, la malaltia es va estabilitzar i la
dona va portar una bona qualitat de vida durant els 5 anys en que es va realitzar
el seguiment®®>,

En un estudi de toxicitat oral realitzat amb ratolins, la LD50 de la curcumina va
ser major de 2000 mg/kg. Dosis orals de 1 a 5 g/kg no van mostrar efectes toxics
en rates®. En un altre estudi realitzat amb rates i ratolins, en qué es van avaluar
possibles efectes adversos aguts (seguiment de 15 dies) i subcronics (90 dies),
no es van observar efectes toxics que afectessin el comportament, pes, pes
d’organs, parametres sérics, hematologics, histologics, oftalmics ni urinalisit®®.
Un altre estudi realitzat amb rates va determinar que la curcumina no exercia
toxicitat reproductiva, i inicament la dosi més elevada utilitzada, de 10.000 ppm
en la dieta, va produir una lleu reduccié de la massa de la F2 (segona generacio
de cries)®®".

No s’han trobat interaccions adverses de la curcumina amb aliments. Fent una
cerca de possibles interaccions amb farmacs a la base de dades DrugBank®, la
curcumina podria interaccionar amb diferents medicaments (910 registrats),
augmentant-ne la concentracid en plasma (com ara venetoclax, citarabina,
etoposid, paclitaxel...), o reduint-ne el metabolisme (ibrutinib, tamoxifée,
ibuprofé...). Aquest efecte és coherent, tenint en compte que la curcumina
interactua amb el complex del citocrom P-450, el que podria tenir implicacié en
el metabolisme de molts farmacs®.
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5. Farmacs

A continuacio es fa una breu explicacié dels farmacs que s’han estudiat en
aguesta Tesi Doctoral, sols i combinats amb la curcumina, que han estat escollits
per la seva importancia en el tractament de la LLC (fludarabina, rituximab,
ibrutinib, venetoclax), en el tractament d’altres leucémies (etoposid, citarabina) o
perqué representen models adequats i ben estudiats de farmacs proapoptotics
(etoposid, camptotecina, colquicina).

5.1. Etoposid

Altres noms: VP-16, VePesid.

Massa molecular: 588,56 g/mol

Classificacio: glucosid, lignant, tetrahidronaftale
Precaucions: mutagénic, evitar contacte amb la pell.

Figura 8: Il-lustracié botanica de Podophyllum peltatum, Kéhler's Medizinal-Pflanzen. Estructura
quimica de I’etoposid, Pubchem.

L’etoposid és un glucosid inhibidor de la DNA topoisomerasa Il. Es troba present
en el podofil (Podophyllum peltatum)!®8 (Figura 8), una planta de la familia de
les Berberidacies i 'ordre Ranunculals. Es originaria d’América del Nord, on
havia estat utilitzada ja pels pobles nadius per tractar berrugues viriques i també
com a emétic i purgant potent. Es una planta de boscos caducifolis humits, que
brota i floreix a la primavera, quan els arbres encara no han tret fulla, i fructifica i
mor a principis d’estiut®%:160,

L’etoposid és un derivat semisintétic de la podofilotoxina, I'extracte del podofil.
La inhibicié de la topoisomerasa Il produida per I'etopdsid impedeix el relligament
de la doble helix de DNA, de manera que quan aquest es replica s’acumulen
tensions i es generen ruptures en la molécula. Com a consequéncia, s’acaba
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induint un bloqueig del cicle cel-lular, principalment en les fases G2 i S, i
I'apoptosi de les cél-lulest®8161,

Actualment, I'etoposid s’utilitza en la practica clinica per tractar tumors testiculars
refractaris i el cancer de pulmé de ceél-lula petita, aixi com el limfoma, el
glioblastoma multiforme i la leucémia mieloide aguda. També esta indicat, sol o
en combinacio amb altres agents antineoplasics, pel tractament del limfoma de
Hodgkin de segona linia, del limfoma no-Hodgkin refractari o en recaiguda,
leucémia mieloide aguda refractaria o en recaiguda, leucemia limfoblastica
aguda, mieloma mudltiple, neuroblastoma, cancer dovari, carcinoma
adrenocortical, carcinoma gastric i hepatoblastomat>8.161,

5.2. Camptotecina

Massa molecular: 348,358 g/mol

Classificacio: alcaloide

Precaucions: toxicitat oral potent, pot causar defectes genetics en cel-lules
germinals.
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Figura 9: Il-lustracié botanica de Camptotheca acuminata, adaptat de Das Pflanzenreich 220 (1910).
Estructura quimica de la camptotecina, Pubchem.

La camptotecina és un alcaloide inhibidor de la DNA topoisomerasa |I. S’ha
estudiat pel tractament d’alguns tipus de cancer, com el de colon, el de mama i
el de pulmo de cel-lula petita. Tot i que té una activitat antineoplasica potent, té
una baixa solubilitat i bastants efectes adversos, de manera que no s'utilitza en
tractaments'62163 mentre que si que s'utilitzen derivats com el topotecan i
l'irinotecan. La inhibicié de la topoisomerasa |, que té una funcié semblant i
complementaria a la topoisomerasa Il, comporta I'acumulacié de tensions i
trencaments en la doble hélix de DNA en la fase S. La camptotecina s’obté de
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'escorga i les fulles de I'arbre Camptotheca acuminata (Figura 9), originari de la
Xinal®3, de I'ordre Cornals i la familia Cornacies.

L’irinotecan és utilitzat per tractar el cancer colorectal i el cancer de pancrees en
estadis avancats'®4165 mentre que el topotecan és utilitzat per tractar el cancer
d’ovari en estadis avancgats després de recaiguda o progressio, com a tractament
de segona linia en cancer de pulmé de cel-lula petita o en combinacié amb
cisplati per tractar cancer de cérvix recurrent o persistent66,

5.3. Colquicina

Massa molecular: 399,437 g/mol

Classificacio: alcaloide

Precaucions: molt toxica per via oral, dosi letal en humans al voltant de 5 mg/kg.
Pot provocar irritacié en contacte amb la pell.
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Figura 10: Il-lustracio botanica de Colchicum autumnale, Kéhler's Medizinal-Pflanzen. Estructura
guimica de la colquicina, Pubchem.

La colquicina és un alcaloide isoquinolinic, inhibidor de la polimeritzacié de
microtubuls a causa de la seva uni6 a la tubulina, que en conseqguencia, inhibeix
la mitosi'®’. Es troba present en plantes del génere Colchicum (Lilials,
Colchicaceae), sobretot en el colquic (Colchicum autumnale) (Figura 10). El
colquic es troba present en prats humits de muntanya de tot Europa, i ja era
utilitzat en l'antiguitat per tractar la gota, malgrat la seva toxicitat. La colquicina
s’utilitza per tractar la febre mediterrania familiar, i ha estat investigada com a
potencial tractament per la pericarditis, l'infart de miocardi i la nefropatia
diabétical®’-16°. Aquestes aplicacions s’expliquen per les seves propietats
antiinflamatories, ja que en inhibir la polimeritzacié de microtubuls disminueix
I'activitat i migracié/quimiotaxi de leucocits i la capacitat fagocitical®’. Més
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recentment, ha tingut un Us molt important per a I'obtencié de cariotips en I'analisi
citogeneética. La inhibici6é de la polimeritzacié de microtubuls fa que les cel-lules
que entren en divisi6 quedin retingudes en les fases inicials de la mitosi
(metafase i anafase) i acabin morint.

Se n’ha estudiat el potencial per tractar o prevenir el cancer, pero, tot i que
presenta efectes prometedors, produeix importants problemes de toxicitat que a
la practica en limiten el seu Us terapéutict’%-173, A més, presentaria limitacions
per arribar a generar una remissié completa, lliure de recaigudes’®.

La colquicina interacciona, com a substrat i inhibidor, amb el transportador de
farmacs glicoproteina P67:168 i amb el complex del citocrom P450 3A4
(CYP3A4)167.188.174 que esta implicat en el metabolisme i eliminacié d’aquest i
molts altres farmacs. Els principals efectes de toxicitat que pot produir sén
insuficiencia renal, efectes neuromusculars i miopatia, que apareix per efecte
acumulatiu amb tractaments prolongats. A nivell hematologic pot produir
mielosupressid, leucopenia, granulocitopénia, trombocitopénia i pancitopénia. La
combinacié amb macrolids, que també inhibeixen la glicoproteina P i el citocrom
P450, suposa un risc de causar pancitopéenia greut®’.

La colquicina s’absorbeix rapidament per via oral. L’eliminacié és via excrecio
renal i biliar, amb certa recirculacié enterohepatica de la colquicina que se
secreta intacta. La glicoproteina P tindria un paper imprescindible en I'excrecio
biliar del farmac, mentre que els enzims del complex citocrom P450 tindrien un
paper important en el seu metabolisme67:168,

5.4. Citarabina

Altres noms: Ara-C, arabinosid de citosina, cytosar
Massa molecular: 243,219 g/mol
Classificacio: arabinonucleosid, nucleosid de pirimidina
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Figura 11: Estructura quimica de la citarabinai la citidina, Pubchem.
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La citarabina és un analeg de nucleosid de pirimidina, concretament de la
citidina, que conté arabinosa en comptes de ribosa (Figura 11). Actua com un
antimetabolit, és a dir, com un inhibidor metabolic, que inhibeix la sintesi de DNA.
A linterior cel-lular, la citarabina experimenta una rapida conversié a la forma
trifosfat i competeix amb la citidina per la incorporacio al DNA. La seva estructura
quimica fa que, un cop incorporada al DNA, comprometi la rotacié de la doble
hélix i n’aturi aixi la replicacio, bloquejant les cel-lules en fase S. D’altra banda,
la citarabina també actua inhibint I'a- i la B-DNA polimerasa, inhibint aixi la
replicacid i la reparacié del DNA"S,

La citarabina s’ailla del fong basidiomicet Xerocomus nigromaculatus. S’utilitza
sobretot per tractar les leucemies mieloide aguda, mieloide cronica, limfoblastica
aguda i la infiltraci6 meningia per leucemia. També té efectes antivirals i
immunosupressors!’®, Hi ha alguns estudis que indiquen que la citarabina podria
ser util combinada amb altres farmacs per tractar la LLC en recaiguda o
refractaria, aixi com la transformacié de Richter!’6-178,

La citarabina s’ha d’administrar per via intravenosa, intratecal, subcutania o
intramuscular, ja que la seva absorcié al tracte gastrointestinal és inferior al
20%*7°. Produeix mielotoxicitat i pot produir una depressié medul-lar potent. Com
a consequencia, hi ha un augment significatiu en el risc d’infeccions. Pot afectar
a la fertilitat i causar malformacions en el fetus. També pot produir danys en el
teixit conjuntiu, que poden generar mialgia, febre, dolor ossi i articular i
conjuntivitis’®,

5.5. Fludarabina

Massa molecular: 285,235 g/mol
Classificacio: nucleotid fluorinat, analeg de purina
Precaucions: irritant. Toxicitat aguda si s'ingereix.

Figura 12: Estructura quimica de la fludarabina, Pubchem.
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La fludarabina (Figura 12) és un nucleotid fluorinat, analeg de purina, que actua
com a antimetabolit, amb activitat antineoplasica a través de la inhibicié de la
sintesi d’acids nucleics. S’administra per via parenteral en forma de fludarabina
fosfat. La fludarabina fosfat es defosforila i a linterior cel-lular torna a ser
fosforilada i es produeix 2-fluoro-ara-ATP. Aquest metabolit inhibeix I'a-DNA
polimerasa, la ribonucleotid reductasa i la DNA primasa, interrompent aixi la
sintesi de DNA0,

La fludarabina s’utilitza pel tractament de la LLC, normalment en el tractament
de primera linia combinada amb rituximab i ciclofosfamida, el que es coneix com
a régim FCR. També s'utilitza com a part de régims immunosupressors utilitzats
per al condicionament pel transplantament de progenitors hematopoeétics,

Com a efectes adversos, la fludarabina genera immunodepressio. En alguns
casos pot produir hepatotoxicitat, tot i que és poc frequent. A causa de la
immunosupressio que produeix, és més habitual la reactivacié de I'hepatitis B
cronical®,

5.6. Rituximab

Altres noms: Rituxan, MabThera®
Massa molecular: -
Classificacio: anticos monoclonal, quimeric (muri/huma), IgG1 K

Figura 13: Estructura secundaria del rituximab, DrugBank.

El rituximab (Figura 13) és un anticos monoclonal, quimeric muri/huma, dirigit
contra CD20. La uni6 al CD20, antigen de superficie dels limfocits B, indueix una
eliminacié selectiva d’aquests a través de lisi, sembla que per citotoxicitat
mediada per complement (Complement-Dependent Cytotoxicity, CDC) o per
citotoxicitat dependent de complement mediada per cel-lules (Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC)*81. S'utilitza des de 1997, any en qué va
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ser aprovat per la FDA per tractar pacients amb limfoma no-Hodgkin. En la LLC
se sol utilitzar en combinacié amb fludarabina i ciclofosfamida (FCR)%2. El seu
Us en combinacié amb el tractament original de fludarabina i ciclofosfamida va
suposar una millora en el prondstic dels pacients amb delecié 11q%2°.

A més de la LLC, el rituximab també s’utilitza per tractar limfomes de cél-lules B,
aixi com malalties autoimmunes com l'artritis reumatoide, I'esclerosi multiple, la
diabetis tipus I, la granulomatosi amb poliangitis (granulomatosi de Wegener) o
la poliangitis microscopica. També s’utilitza en alguns casos per reduir el rebuig
en alguns transplantaments d’organs, com ara, el de rony§18%.182,

El rituximab és una IgG1l kappa, que conté les sequéncies de les regions
variables d’'immunoglobulina (Fragment antigen-binding, Fab) de ratoli i la
sequéncia de la regi6 constant (Fragment crystallizable, Fc) d’huma'8?,

5.7. Ibrutinib

Altres noms: Imbruvica

Massa molecular: 440,507 g/mol

Classificacio: acrilamida

Precaucions: irritant (evitar contacte amb pell i ulls), toxicitat oral aguda
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Figura 14: Estructura quimica de Pibrutinib, Pubchem.

L’ibrutinib (Figura 14) és una acrilamida, d’administracio oral, que actua com a
inhibidor de la tirosina cinasa de Bruton (Bruton’s Tyrosine Kinase, BTK), per
uni6 covalent irreversible. La BTK té un paper clau en la maduracio dels limfocits
B, i es troba sobreexpressada en molts cancers de cel-lula B, als quals confereix
una major supervivencia i proliferacio cel-lular. La inhibici6 que produeix
Iibrutinib impedeix l'activacié dels limfocits B, aixi com la senyalitzacio que
medien, i condueix a una inhibicié del creixement de les cél-lules B malignes que
sobreexpressen BTK183,
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L’ibrutinib s’utilitza per tractar la LLC refractaria, en pacients que hagin rebut
previament una altra terapia. Esta indicat per pacients amb delecié de 17p. Es
pot administrar sol o en combinacié amb rituximab i bendamustina. També
s’utilitza per tractar el limfoma de cél-lules de mantell i la macroglobulinémia de
Waldenstrom?83,

Com a efectes secundaris, pot produir mielosupressio, hepatotoxicitat en alguns
casos, reactivacio del virus de l'hepatitis B, i un major risc de contraure
infeccions?®3,

5.8. Venetoclax

Altres noms: Venclexta

Massa molecular: 868,447 g/mol

Classificacio: pirrolopiridina, oxa, nitrobenzé, molécula petita
Precaucions: irritant
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Figura 15: Estructura quimica del venetoclax, Pubchem.

El venetoclax (Figura 15) és un farmac d’administraci6 oral, que actua com a
inhibidor selectiu de BCL-2. El BCL-2 és una proteina anti-apoptotica, que esta
sobreexpressada en certs tipus de cancer, conferint una resisténcia a farmacs
augmentada i una major supervivéencia de les cél-lules tumorals. En inhibir BCL-
2, el venetoclax indueix apoptosi, produint un efecte antineoplasic®’.

El venetoclax s’utilitza en pacients que han estat previament tractats, amb LLC
refractaria o amb delecié de 17p. Es molt selectiu, la seva acci6 és independent
de I'estat de TP53 i genera bones taxes de resposta en monoterapia*. Té una
activitat immunosupressora potent, i pot causar la reactivacio de I'hepatitis B.
S’ha d’evitar la seva administracio durant 'embaras, ja que pot produir danys en
el fetus®”’.
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Hipotesi






La LLC és una malaltia hematologica causada principalment per I'increment de
la resisténcia a I'apoptosi de les cél-lules B leucémiques, el que genera una
expansio patologica d’aquestes cel-lules alhora que en dificulta la total eliminacio
mitjancant tractaments que puguin permetre I'assoliment d’'una remissio
completa.

La curcumina és un compost natural d’origen vegetal, amb molt baixa toxicitat,
gue ha estat extensament estudiat en multiples models de cancer i del qual se
n’ha descrit el potencial per restablir els nivells d’apoptosi, potenciar I'efecte de
multiples farmacs i revertir la quimioresisténcia.

La citometria de flux, i més concretament, la citomica funcional, permeten
estudiar les cel-lules de forma individualitzada i mantenint unes condicions que
garanteixin la minima pertorbacio de les mostres i optimitzin el manteniment de
la integritat i la fisiologia cel-lular.

Per aquest motiu, el projecte d’aquesta Tesi Doctoral es basa en la seguent
hipotesi:

La curcumina té un efecte sinérgic sobre diferents farmacs i afavoreix la
quimiosensibilitzacio i I'apoptosi de les cél-lules de la LLC per mitja de diferents
mecanismes, el que la faria un complement adequat pel tractament d’aquesta
malaltia.

69






Objectius






L’objectiu i el proposit principal d’aquesta Tesi Doctoral és avaluar el potencial
de la curcumina com a possible adjuvant per tractar la LLC, mitjancant la mesura
de I'efecte sinérgic que produeix en combinacié amb diferents farmacs i avaluant
el seu efecte sobre diferents mecanismes implicats en I'apoptosi.

Els objectius secundaris son els seguents:

1. Avaluar l'efecte sinérgic de la curcumina en combinacié amb diferents
farmacs sobre cel-lules de LLC.

1.1. Mesurar l'efecte sinérgic de la curcumina en combinacié amb
diferents farmacs proapoptotics i antineoplasics sobre models
cel-lulars de LLC.

1.2. Estudiar I'efecte sinérgic de la curcumina en combinacié amb
diferents farmacs utilitzats en el tractament de la LLC sobre cultius
primaris establerts a partir de mostres de sang periférica de
pacients amb LLC.

1.3. Estudiar I'efecte de la curcumina, sola i en combinaciéo amb els
diferents farmacs, sobre diversos parametres cel-lulars, com sén el
cicle cel-lular o la citomorfologia.

1.4. Avaluar el potencial de la citomica funcional per detectar
poblacions amb caracteristiques de cel-lula mare de la LLC i
estudiar lI'efecte de la curcumina, sola i en combinaci® amb
farmacs, sobre aquestes cél-lules.

2. Avaluar I'efecte de la curcumina sobre diferents mecanismes implicats en
la resisténcia a farmacs i I'apoptosi de les cel-lules.

2.1. Estudiar I'efecte de la curcumina sobre la produccio cel-lular
de ROS en models cel-lulars de LLC.

2.2. Avaluar la capacitat d’extrusio de farmacs de diferents models
cel-lulars de LLC i l'efecte de la curcumina sobre aquest
mecanisme, com a possible via per la qual reverteix la
quimioresistencia.

2.3. Estudiar I'efecte de la curcumina sobre els nivells d’activitat
fosfatasa alcalina de les cél-lules de la LLC.

2.4. Avaluar I'efecte de la curcumina sobre I'activitat caspasa de les
cél-lules de LLC.
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Material | metodes






1. Linies cel-lulars

Per tal d'estudiar els efectes de la curcumina en combinaci6 amb diferents
farmacs proapoptotics, es van utilitzar les linies cel-lulars derivades de LLC 183,
Mecl i EHEB. Totes tres van ser amablement proporcionades pel grup de la Dra.
Marta Crespo, investigadora del Vall d’Hebron Institute of Oncology (VHIO). A
continuacié s’exposen detalladament les caracteristiques de tots tres models
cel-lulars.

1.1.183

La linia cel-lular 183-E95 (DSMZ ACC 763) es va establir 'any 1994 a partir de
cel-lules de sang periférica d’'un home caucasic de 75 anys amb LLC. So6n
autologues de la linia I83-LCL. Son positives pel virus Epstein-Barr (Epstein-Barr
Virus, EBV), amb infeccid litica i produccié de virus actius!®.

Segons la fitxa descriptiva de la DSMZ, son cel-lules de morfologia irregular, que
creixen soles o en clusters, en suspensio. El cultiu es realitza amb medi RPMI
amb un 20% de serum fetal bovi (Fetal Bovine Serum, FBS). Tenen un temps de
duplicacié de 30-60 hores'®,

Les cél-lules d’aquesta linia son CD19+, CD10-, CD20+, CD34- i CD38+. Tenen
un cariotip hipotetraploide (83-88<4n>XXYY), i esta descrit que tenen una
deleci6 en el brac llarg del cromosoma 13 a causa de reordenaments
cromosomicst®4,

1.2. Mecl

La linia Mecl (DSMZ ACC 497) és una linia de LLC-B, establerta 'any 1993 a
partir de sang periférica d’'un home caucasic de 61 anys, amb LLC-B en
transformacié prolimfocitoide cap a B-PLL. Aquesta linia cel-lular és positiva per
EBV, amb infecci6 classificada com a latent sense produccié de virus
actius'8s186,

Les Mecl son cél-lules entre rodones i polimorfiques, que creixen en suspensio,
aillades o formant petits agregats, i presenten certa adheréncia a les superficies.
Com a consequéncia d’aquestes caracteristiques d’adhesivitat, ha estat
necessari I'us d’acid etilendiaminotetraacétic (Etilendiaminotetraacetic acid,
EDTA) 1 mM per tal de mantenir ’'homogeneitat dels passis durant els cultius
cel-lulars. Com a medi de cultiu s’utilitza RPMI suplementat amb un 10% de FBS.
El temps de duplicacié és de 40 hores!8>186,
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Les cél-lules d’aquesta linia cel-lular son CD19+, CD5-, CD10-, CD20+, CD34- i
CD38+. Tenen un cariotip quasidiploide amb un 10% de poliploidiat®18, Esta
descrit que tenen moltes aberracions citogenétiques i que hi ha diferéncies fins i
tot en comparar ceél-lules dins de la mateixa liniat®’.

Les Mec1 sobreexpressen BCL-2, BAX i, de forma molt destacable, BCL-XL%".
A més, tenen una deleci6é en el cromosoma 17%%7 i el gen TP53 mutat'®818 un
indicador de mal pronostic i de baixa resposta al tractament amb fludarabina,
agents alquilants i altres analegs de purinest#°2426  Aquestes caracteristiques
soén d’especial rellevancia per estudiar els mecanismes de resistencia a farmacs
i la disminucié de I'apoptosi.

La linia cel-lular Mec2 (DSMZ ACC 500) es va establir a partir de sang periferica
del mateix pacient un any més tard, quan les caracteristiques de B-PLL eren
evidents!®.

1.3. EHEB

La linia EHEB (DSMZ ACC 67) es va establir 'any 1988 a partir de cel-lules de
sang periférica d’'una dona de 69 anys amb LLC-B. Aquest model representa més
aviat una linia limfoblastoide B immortalitzada per EBV, amb signes poc evidents
de transformacié maligna, en comparaciéo a les linies de LLC-B en sentit
estricte!86, Aquesta linia cel-lular és positiva per EBV, amb infeccié classificada
com a latent, sense produccié de virus actius'6191,

Les cél-lules d’'aquesta linia presenten una morfologia limfoblastoide, amb
formes arrodonides i poligonals, i creixen en suspensi6, aillades o formant
agregats. Es recomana cultivar amb RPMI suplementat amb un 10% de FBS. El
seu creixement és lent, amb un temps de duplicacié d’entre 50 i 70 hores!®!, Les
EHEB utilitzades en la present Tesi Doctoral han estat cultivades amb un 20%
de FBS, a causa de les limitacions de proliferacié que presentaven.

Les cellules d’aquesta linia sén CD19+, CD10-, CD20+, CD34- i CD38+. Tenen
un cariotip hipodiploid, amb un 1,6% de poliploidia®?.
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2. Cultius primaris

Per a I'estudi dels efectes de la curcumina i els farmacs sobre cultius primaris,
es van analitzar mostres de sang periférica anticoagulada amb EDTA, de
donants sans i de pacients amb LLC obtingudes del servei d’Hematologia de
'ICO-Germans Trias i Pujol (Badalona). Les mostres de LLC havien estat
préeviament estudiades per citometria de flux per al diagnostic clinic en un
citometre Navios (Beckman Coulter), utilitzant anticossos monoclonals dirigits a
diferents marcadors de LLC.

En total es van obtenir i analitzar mostres de sang periférica (n = 52) de 46
pacients amb LLC en diferents estadis de la malaltia. Es van realitzar cultius
primaris a partir d’'un subgrup de mostres (n = 29), provinents de 25 pacients
diferents (17 homes i 8 dones; edat mitjana de 72 anys, rang 53-88). També es
van analitzar i es van establir cultius primaris a partir de sang periferica de
controls negatius (n = 4), consistents en mostres de pacients sense cap malaltia
hematologica coneguda.

Tots els pacients van proporcionar el seu consentiment informat d’acord amb la
Declaracio de Helsinki. Tots els procediments es van realitzar d’acord amb els
protocols interns del laboratori autoritzats pel Comité Etic d’Investigacié Clinica
de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona).
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3. Farmacs i curcumina

Per preparar les diferents concentracions dels farmacs i la curcumina es va
utilitzar DMSO com a diluent, a excepcio del rituximab, pel qual es va utilitzar
HBA.

La curcumina va ser obtinguda de Naturex (puresa 95%), i es va preparar a
solucions d’estoc 1-10 mM. Els farmacs etoposid, camptotecina i colquicina es
van obtenir de Sigma Aldrich ies van preparar per obtenir unes solucions d’estoc
de 0,1 mM, 0,005 mM i 0,005 mM respectivament. La citarabina es va obtenir
d’Accord i es va preparar a una solucié d’estoc de 0,01 mM i la fludarabina es va
obtenir d’Aurovitas i es va preparar a solucions d’estoc 1-10 mM.

Pel que fa al rituximab (MabThera®, Roche), és un preparat en solucié salina per
a perfusio intravenosa. Es va utilitzar a la concentracio original del preparat, 10
mg/mL.

L’ibrutinib (Imbruvica, Janssen) es presenta en capsules de 140 mg. El contingut
d’'una capsula es va dissoldre en DMSO per tal d’obtenir concentracions d’estoc
5-10 mM. El venetoclax (Venclyxto, AbbVie) es presenta en comprimits de 100
mg. El comprimit es va dissoldre en DMSO per tal d’obtenir concentracions
d’estoc 0,1-7,4 mM.
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4. Reactius | materials

Agents fluorescents:

Diamino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich®, cat. no. D9542)
Hoechst 33342 (Ho342) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. H1399)
Propidium iodide (PI) =2 94.0% (Sigma-Aldrich®, cat. no. P4170)

Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat.
no. A14353)

CellROX™ Deep Red Reagent (Thermo Fisher Scientific, cat. no. C10422)
Mitoxantrona (MTX) (Sigma-Aldrich®)

Doxorubicina (Doxo) (Sigma-Aldrich®)

Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich®)

I1 (Inhibidor experimental)

Generic Caspase Activity Assay Kit (Fluorometric Red) (Abcam, cat. no.
AB112131)

Altres reactius:

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich®, cat. no. 20-139)
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich® cat. no. P8139)
Etilendiaminotetraacetic acid (EDTA) (Calbiochem® cat. no. 324503)

Eosina-blau de metilé en solucio segons May-Grunwald modificada (Merck, cat.
no. 101424)

Atzur-eosina-blau de metile segons Giemsa en solucié (Merck, cat. no. 109204)
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Anticossos monoclonals conjugats a fluorocrom:

Anti-Human CD19-AF700, clon LT19 (Sysmex, cat .no. CR683487)
Anti-Human CD19-APC, clon LT19 (Sysmex, cat. no. AM998972)
Anti-Human CD19-PE, clon LT19 (Sysmex, cat. no. AF021857)
Anti-Human CD19-PE-Cy7, clon LT19 (Sysmex, cat. no. CC335596)
Anti-Human CD5-APC, clon L17F12 (Sysmex, cat. no. BU171249)
Anti-Human CD5-PE, clon UCHT2 (BD, cat. no. 555353)
Anti-Human CD5-PacB, clon L17F12 (Sysmex, cat. no. CA236265)

Anti-Human CD38-PE, clon HIT2 (Sysmex, cat. no. CF116963)

Medis de cultiu, tampons, solucié lisant d’eritrocits i fixacié amb etanol:

RPMI 1640 w/L-Glu (Biowest, cat. no. L0500-500), suplementat amb:
e 10% o0 20% serum fetal bovi; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. no.
S181B-500)
e 2 mM L-glutamina; L-Glutamine 100x (Biowest, cat. no. X0550-100)
e 1 mM sodi piruvat; Sodium Pyruvate (Biowest, cat. no. L0642-100)
e 15 U/L penicil-lina i 15 ng/L estreptomicina, Penicillin-Streptomycin 100x
(Biowest, cat. no. L0022-100)

Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red
(Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A)

Hanks’ Balanced Salt Solution amb Albumina i Azida Sodica (HBA):
¢ Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red
(Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A)
e 1% Albumina de sérum bovi; Albumin, from bovine serum (Sigma-
Aldrich®, cat. no. A7906)
e 0,1% NaNs; Sodium azide extra pure (Sigma-Aldrich®, cat. no. 71290)

Soluci6 de lisi d’eritrocits amb clorur d’amoni 10x:
e Aigua destil-lada (H204)
e 1,5 M NH4CIl; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no. A9434)
e 100 mM NaHCOs; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no. S5761)
e 1 mM CioH14N2Na20s; EDTA, disodium salt (Calbiochem cat. no. 324503)
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Preparada a pH = 7,4 (ajustat amb 1 N HCI i 1 N NaOH)

Soluci6 de lisi de clorur d’amoni 1x:
e H204 (90%)
e Solucio de lisi de clorur d’amoni 10x (10%)

Solucio d’etanol al 70%:
e 72,6% EtOH; Alcohol neutre d’origen agricola 96,3° (Alcoholes Gual S.A.,
cat. no. 64-17-5)
o 27,4% H204d

Fluids i microesferes de citometria de flux:

Attune™ Focusing Fluid (1x) (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24904)

Attune™ Performance Tracking Beads (Thermo Fisher Scientific, cat. no.
4449754)

Attune™ Shutdown Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24975)

Attune™ Wash Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24974)
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5. Equipaments

5.1. Citometria de flux

Citometre de flux amb enfocament acustic Attune™ NxT: Invitrogen™Attune™
NXxT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24858)

5.1.1. Configuracio6 dels filtres del sistema optic

En general, els citometres disposen dels seglents tipus de filtres:

¢ Filtres de pas de banda (bandpass, BP), transmeten longituds d’ona dins
d’un rang concret, i exclouen les que estan fora del rang

¢ Filtres de pas llarg (longpass, LP), atenuen les longituds d’ona més curtes
i transmeten les superiors al rang establert

e Filtres de pas curt (shortpass, SP), atenuen les longituds d’'ona més
llargues i transmeten les inferiors al rang establert

¢ Filtres dicroics de LP (dichroic LP, DLP), transmeten la llum dins d’un petit
rang de longituds d’ona i reflecteixen la resta

A continuacio s’especifiquen les combinacions de filtres utilitzades:

Configuraci6 basica

SSC: laser blau (488 nm), filtre 488/10 BP
FSC: laser blau (488 nm), filtre 488/10 BP

Analisi de la integritat de la membrana cel-lular:
Pl: laser groc-verd (561 nm), filtres 650 DLP i 620/15 BP en el detector YL2

Analisi del cicle cel-lular:
DAPI: laser violeta (405 nm), filtres 495 DLP i 440/50 BP en el detector VL1

Analisi de ROS:
CellROX: laser vermell (640 nm), filtres 690 DLP i 670/14 BP en el detector RL1

Analisi de l'activitat fosfatasa alcalina amb APLS:
APLS: laser blau (488 nm), filtres 555 DLP i 530/30 BP en el detector BL1

Analisi de I'extrusid de farmacs:

Ho342: laser violeta (405 nm), filtres 495 DLP i 440/50 BP en el detector VL1
Doxo: laser blau (488 nm), filtres 650 DLP i 590/40 en el detector BL2

MTX: laser vermell (640 nm), filtres 690 DLP i 670/14 BP en el detector RL1

84




Rho123: laser blau (488 nm), filtres 555 DLP i 530/30 BP en el detector BL1
Immunofenotipatge:

CD19-APC: laser vermell (640 nm), filtres 690 DLP i 670/14 BP en el detector
RL1

CD5-Pacific Blue: laser violeta (405 nm), filtres 495 DLP i 440/50 BP en el
detector VL1

CD38-PE: laser groc-verd (561 nm), filtres 139 DLP i 585/16 BP en el detector
YL1

Configuraci6é per analitzar SSC amb laser violeta

SSC: laser blau (488 nm), filtre 488/10 BP
FSC: laser blau (488 nm), filtre 488/10 BP
SSC violeta: laser violeta (405 nm), filtre 405/10 BP en el detector VL1

Analisi de les caspases:

Ho342: laser violeta (405 nm), filtres 495 DLP i 440/50 BP en el detector VL2
VAD-Caspases: laser vermell (640 nm), filtres 690 DLP i 670/14 BP en el detector
RL1

Pl: laser groc (561 nm), filtres 650 DLP i 620/15 BP en el detector YL2

Analisi mostres de sang de pacients amb LLC:

Ho342: laser violeta (405 nm), filtres 495 DLP i 440/50 BP en el detector VL2
APLS: laser blau (488 nm), filtres 555 DLP i 530/30 BP en el detector BL1
Pl: laser groc-verd (561 nm), filtres 650 DLP i 620/15 BP en el detector YL2

Combinacions de diferents conjugats de CD19 i CD5:

CD19/CD5-PE: laser groc-verd (561 nm), filtres 139 DLP i 585/16 BP en el
detector YL1

CD19/CD5-APC: laser vermell (640nm), filtres 690 DLP i 670/14 BP en el
detector RL1

CD19-Alexa Fluor 700: laser vermell (640 nm), filtres 740 DLP i 720/30 en el
detector RL2

CD19 PE-Cy7: laser groc-verd (561 nm), filtres 740 DLP i 780/60 BP en el
detector YL4

5.2. Microscopia optica

Microscopi optic Olympus BX53

Camera digital d’alta definici6 Olympus digital camera (Olymus corporation)
DP21
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5.3. Cultius cel-lulars

Cabina de flux: NuAire LabGard ES (Energy Saver) NU-437 Class Il
Biological Safety Cabinet (Nuaire™, NU-437-400E).

Incubador: Water-Jaketed US Autoflow Automatic CO2 incubator Model NU-
4750E (Nuaire™, discontinuat).
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6. Cultius cel-lulars i incubacié amb farmacs

Les cél-lules derivades de LLC, ja fossin linies cel-lulars o cultius primaris
derivats de mostres de sang de pacients amb LLC, es van mantenir amb RPMI
suplementat amb un 10% de FBS, 2% de glutamina, 1% de sodi-piruvat i 1% de
penicil-lina-estreptomicina, en incubador cel-lular a 37 °C i una concentracio6 de
COz2 del 5%. Per les cél-lules de la linia EHEB es va utilitzar un 20% de FBS,
atés que presentaven un creixement meés lent.

Per a les analisis d’integritat de la membrana cel-lular, proliferacio, cicle cel-lular
i citomorfologia realitzades sobre les linies 183, Mecl i EHEB, les cél-lules es van
sembrar en aquestes mateixes condicions en plaques multipouet. Es van utilitzar
plaques de 24 pouets, amb un volum final de 2 mL per pouet i una concentracio
cel-lular de sembra de 100.000 cel-lules per pouet (50.000 céel-lules/mL).

Als pouets se’ls van afegir combinacions de la curcumina amb els diferents
farmacs i es van analitzar a diferents temps d’incubacio (0, 24, 48 i 72 hores).
Les concentracions optimes de treball es van determinar per la curcumina i per
cada farmac. Les concentracions finals (CF) van ser les segluents: 5 uM per la
curcumina; 0,1 uM per I'etoposid; 0,005 uM per la camptotecina; 0,005 uM per la
colquicina; 0,01 uM per la citarabina i 10 pM per la fludarabina. EIl volum de
curcumina o farmac afegit a cada pouet va ser de 2 pL (en un volum de 2 mL),
de manera que es va utilitzar una concentracié d’estoc 1000x de la concentracié
final requerida. Les incubacions es van realitzar per triplicat (Figura 16 A).

Els cultius primaris derivats de mostres de sang de pacients amb LLC (n = 29)
es van realitzar directament en plaques de 24 pouets. Els eritrocits es van lisar
previament amb la solucié lisant de clorur d’amoni, diluint la mostra amb la
solucié de lisi 1x en una proporcio 1:10 (utilitzant 3 mL de clorur d’amoni 1x i 300
uL de mostra). Després de 10 minuts d’incubacié a temperatura ambient, es va
fer un rentat, centrifugant 5 minuts a 1500 rpm i eliminant el sobrenedant. El bot6
cel-lular es va resuspendre en 300 pL de RPMI amb un 10% de FBS i es va
sembrar en 6 pouets, afegint 50 pL de la suspensié cel-lular en un volum de
RPMI de 2 mL per cada pouet. Les concentracions leucocitaries de sembra van
ser d’entre 40 i 4000 leucocits/pL.

El tractament amb farmacs dels cultius primaris es va fer d’acord amb el
tractament que havia rebut cada pacient, i per tant, de forma individualitzada i
personalitzada. En el cas dels pacients que havien rebut tractament amb FCR,
la mostra es va tractar amb tots dos farmacs, fludarabina i rituximab, per separat.
Es va utilitzar un pouet pel control (DMSO), un per la curcumina 5 uM, un pel
farmac que s’estigués estudiant, i un darrer amb el farmac combinat amb
curcumina 5 uM (Figura 16 B). El volum de farmac, curcumina o DMSO afegits
va ser sempre de 2 pL. Les concentracions finals van ser curcumina 5 pM,
fludarabina 10 pM (i 1 uM en algun cas), ibrutinib 10 pM, rituximab 10 pg/mL, i
venetoclax 100 nM. En alguns casos, les analisis realitzades a un sol pacient van
ser superiors a quatre, ja que es va estudiar més d'un farmac, diverses
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concentracions del mateix farmac o es va analitzar la mostra a diferents temps
d’incubacio.

Etoposid
+

Etoposid Etoposid
+ +

Etopdsid Etopdsid Etopdsid

Curcumina Curcumina Curcumina

Camptotecina
+

Curcumina
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Figura 16: Esquema de la distribucio dels experiments de sinergisme en una placa de 24 pouets. A
Linies cel-lulars. En les andlisis realitzades amb les linies cel-lulars, cada farmac i la seva combinacié amb
la curcumina es va estudiar per triplicat, de manera que va caldre aproximadament una placa i mitja per
analitzar els 5 farmacs en estudi, a un sol temps d’incubacié i per una Unica linia cel-lular. Els experiments
es van realitzar per les tres linies cel-lulars, i a 24, 48 i 72 hores d’incubacié. B Cultius primaris. Els
experiments amb cultius primaris derivats de cél-lules de pacients amb LLC van ocupar 4 pouets en general,
corresponents al control negatiu, la curcumina, el farmac testat i el mateix farmac en combinacié amb la
curcumina. En alguns experiments es va testar més d’'un farmac o diferents concentracions d’un mateix
farmac.
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7. Analisi de la integritat de la membrana cel-lular
| de la proliferacio

Per tal d’estudiar I'efecte dels diferents tractaments amb la curcumina i els
farmacs, es va analitzar el seu impacte sobre la integritat de la membrana
cel-lular i la proliferacio cel-lular. Passat el temps d’incubacié es va agafar 1 mL
de mostra de cada pouet (concentracié cel-lular entre 50 i 800 cél-lules/uL) i es
va incubar 5 minuts en foscor amb 2 pL de PI 100 pg/mL, i posteriorment es va
analitzar per citometria de flux, diferenciant entre les cél-lules positives i
negatives per PI.

A partir dels resultats de toxicitat obtinguts, es va calcular el coeficient
d’interaccié de farmacs (Coefficient of Drug Interaction, CDI) per tal de
determinar I'efecte sinérgic de la curcumina amb els diferents farmacs.

DI = Supervivéncia (Farmac + Curcumina)

= — : — . 100
Supervivéncia (Farmac) x Supervivéncia (Curcumina) X

Un CDI > 1 indica que I'efecte és antagonista, un CDI = 1 indica que és additiu, i
un CDI < 1 indica que és sinérgic.

A partir dels resultats obtinguts de la concentracié cel-lular, es va calcular la

proliferaci6 cel-lular, tenint com a referéncia que al to la concentracio6 era de 5x10*
cel-lules/mL.
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8. Analisi del cicle cel-lular

Per analitzar els efectes sobre el cicle cel-lular, les cel-lules tractades es van
recollir al temps d’incubacié corresponent i es van fixar i permeabilitzar,
centrifugant-ne 1 mL (concentracié minima de 5x104 cél-lules/mL), resuspenent
el boto cel-lular en 1 mL d’etanol al 70% i mantenint-les a -20 °C un minim de 24
hores. Passat aquest procés, les cél-lules es van centrifugar per rentar I'etanol,
es van resuspendre en 1 mL d’HBSS, se’ls van afegir 2 pL de DAPI 1 mg/mL i
es van incubar en foscor durant 30 minuts a temperatura ambient abans
d’analitzar-les al citometre.

En funci6 de la intensitat de fluorescéncia del DAPI, es van obtenir els
percentatges de cel-lules en cada fase del cicle (GOG1, S i G2M). Per tal de
poder analitzar i representar les dades obtingudes (3 fases del cicle; per control,
curcumina, farmac i la combinacié dels dos; per tres linies; a tres temps
d’incubacio), es va calcular la ratio (S + G2M) / GOG1, que permet detectar la
proporcio de cel-lules en proliferacié. El possible efecte dels farmacs també es
va analitzar a cada fase del cicle cel-lular per separat.

90



9. Analisi de la citomorfologia

Per avaluar els efectes de la curcumina i els farmacs per microscopia optica, les
cel-lules recollides a les 0, 24, 48 i 72 hores d’incubacié van ser sotmeses a
citocentrifugacions de 10 minuts a 250 rpm (7 g) sobre portaobjectes i es van
fixar i tenyir per May-Grinwald (5 minuts) i Giemsa en soluci6 1:5 en aigua (15
minuts). Les preparacions es van analitzar visualment per microscopia optica
(4-100X) per detectar canvis en la citomorfologia induits pels diferents
tractaments.
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10. Immunofenotipatge

Per a la caracteritzacio de les diferents linies cel-lulars, es van fer marcatges
amb anticossos monoclonals conjugats a fluorocroms dirigits als marcadors que
es volien determinar. Els anticossos utilitzats van ser CD19-APC, CD5-PacB i
CD38-PE (Sysmex).

En tots els casos es va fer un recompte cel-lular i es va agafar el volum necessari
per tenir 1x10° cel-lules. Aquestes es van centrifugar i resuspendre en 100 pL
d’HBA, que conté albumina, indispensable per bloquejar possibles unions
inespecifiques dels anticossos dels marcadors.

A continuacié es va afegir la quantitat requerida d’anticds monoclonal seguint les
indicacions del fabricant i es van incubar en foscor i a temperatura ambient durant
20 minuts. Passat aquest temps, es van afegir 1000 yL d’HBA i es van analitzar
al citometre de flux.
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11. Analisi de la produccié de ROS en linies
cel-lulars

L’efecte de la curcumina sobre la produccié de ROS es va avaluar en les linies
cel-lulars 183, Mecl i EHEB. A continuaci6 s’explica detalladament la posada a
punt de la técnica.

En primer lloc, en tots els casos cal estimular les cél-lules per tal de tenir un
control positiu de la producci6 de ROS. Per aquesta estimulacio, es van assajar
dos reactius diferents, el primer, el phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), un
ester de forbol. EI PMA actua com a estimulador cel-lular en general, i en el cas
estudiat, com a inductor de la produccié enddogena de ROS, principalment del
radical superoxid. El segon agent utilitzat pel control positiu va ser el tert-butil
hidroperoxid (TBHP), un agent inductor d’estrés oxidatiu d’accié directa®?.

Pel que fa a la deteccié de ROS, es van utilitzar dos compostos diferents. El
primer, la dihidrorodamina 123 (DHR), que és un substrat no fluorescent que es
transforma en presencia de ROS, produint rodamina 123 que quan s’excita amb
el laser blau emet fluorescencia a 530 nm. En segon lloc, es va fer servir el kit
CellROX™, de Thermo Fisher. Es va escollir el kit Deep Red, amb un maxim
d’absorcio en 644 nm (laser vermell) i emissié en 665 nm, ja que és el que més
s’allunya de I'espectre d’absorcié de la curcumina i tampoc presenta solapament
amb el Pl quan s’excita amb el laser groc-verd.

Per a la detecci6 de ROS amb DHR, per cada experiment es va realitzar
I'estimulacié de 5x10° cél-lules en un volum final d’1 mL amb 4 pL de TBHP (CF
= 200 uM), PMA (CF = 1 pg/mL), DMSO o curcumina (CF = 1-10 uM) segons
correspongués, i es va incubar 30 minuts a 37 °C. Passat aquest temps, es va
afegir la DHR (CF = 0,3 puM) i es va incubar 20 minuts més a 37 °C. Finalment,
es van afegir 2 uL de DAPI 1 mg/mL i es va analitzar al citometre de flux.

Pel que fa a la detecci6 de ROS amb CellROX, per cada experiment es van
sembrar 5x10° cel-lules en placa, en un volum final d’1 mL (utilitzant RPMI amb
un 10% de FBS), es van afegir 4 pL de TBHP (CF = 200 uM), PMA (CF =1
pg/mL), DMSO o curcumina (CF = 1-10 pM) segons correspongueés i es va
incubar durant diferents temps en incubador (30 minuts i 24, 48 i 72 hores
d’'incubacid). Passat el temps d’incubacid, es va afegir el reactiu CellROX Deep
Red (CF =5 pM) i es va incubar 30 minuts en incubador de CO2. Finalment es
va marcar amb 2 pL de PI1 100 pg/mL durant 5 minuts i es va analitzar al citometre
de flux.
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12. Analisi de I’extrusi6 de farmacs

Per tal de determinar si les diferents linies cel-lulars de LLC estudiades tenien
capacitat d’excloure activament farmacs, es va realitzar una analisi d’extrusio
utilitzant diferents substrats i inhibidors dels transportadors multidroga. El
fonament d’aquesta analisi consisteix en avaluar la reduccié de la concentracio
dels diferents substrats a linterior cel-lular a través de la disminucié de la
fluorescencia, indicativa de la seva extrusio a I'exterior de la cél-lula.

La caracteristica indispensable del substrat per a aquest tipus d’analisi és que
emeti fluorescencia, i per tant, que sigui detectable per citometria. Pel que fa a
I'inhibidor, és un compost que interactua amb els transportadors de farmacs i
redueix la seva activitat. D’aquesta manera, l'increment en la intensitat de la
fluorescéncia de les cel-lules després d’afegir l'inhibidor, indica la capacitat de
reversio del transportador multidroga.

El procediment de les analisis va ser el seguent. Es va treballar amb placa
multipouet. Per cada combinacié d’'un substrat amb un inhibidor, es van sembrar
tres pouets, corresponents a linhibidor sol (control negatiu), substrat sol, i
substrat més inhibidor. A cada pouet s’hi van sembrar 1x10° cél-lules en 1 mL de
RPMI amb un 10% de FBS. A continuacio, es van afegir 5 uL de substrat i/o
inhibidor segons el que correspongués a cada pouet i es va incubar 1 h en
incubador (37 °C, 5% de CO3). Passada la incubacio, es va realitzar un rentat de
les cél-lules incubades amb substrat i amb substrat més inhibidor, i es van
resuspendre altra vegada amb 1 mL de RPMI amb un 10% de FBS. A les cel-lules
que havien estat amb substrat més inhibidor, se’ls van tornar a afegir 5 pL
d’inhibidor. La placa es va incubar 1 hora més a l'incubador, i passat aquest
temps, es van afegir 2 uL de DAPI (o PI, si el substrat es mesurava amb el laser
violeta, com és el cas del Ho342) per tal de descartar cél-lules necrotiques i es
va analitzar al citometre.

En primer lloc, es va analitzar si les cél-lules tenien capacitat d’extrusié de
diversos farmacs. Com a inhibidor es va fer servir un compost experimental
protegit sota patent, anomenat a partir d’'ara com a 11 (CF = 50 nM). Com a
substrats, es van utilitzar la mitoxantrona (MTX) (CF = 200 nM), la doxorubicina
(Doxo) (CF = 2 pM), la rodamina 123 (Rho123) (CF = 100 ng/mL) i el Hoechst
33342 (Ho342) (CF =5 pg/mL). Posteriorment, es va repetir el mateix assaig
utilitzant la curcumina (CF = 5 pM) com a inhibidor de I'extrusié. Les proves es
van fer utilitzant MTX com a substrat, ja que és el que dona menys problemes de
solapament dels espectres d’emissié de fluorescencia amb la curcumina.

Finalment, utilitzant sempre MTX com a substrat, es van testar com a inhibidors
els farmacs antileucemics fludarabina (CF = 10 uM), citarabina (CF = 0,01 pM),
ibrutinib (CF = 10 uM) i venetoclax (CF = 10 nM), per tal de detectar si
interactuaven amb els transportadors de farmacs. Finalment, es van combinar
també amb la curcumina (farmac més curcumina com a inhibidor) per determinar
si aquesta produia algun efecte en ser combinada.
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13. Analisi de l’activitat fosfatasa alcalina en linies
cel-lulars

L’activitat fosfatasa alcalina de les linies cel-lulars es va mesurar utilitzant el
reactiu Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS) de Thermo Fisher, especific per
a la deteccio de cel-lules mare pluripotents. Quan aquest marcador s’excita amb
el laser blau (488 nm), la seva fluorescencia es pot recollir amb el mateix canal
que s’utilitza per l'isotiocianat de fluoresceina (530/30). Tot i que el producte esta
dirigit a analisis d’imatge per fluorescéncia, el nostre grup ha adaptat el protocol
per utilitzar-lo en analisis per citometria de flux®6-57,

A fi d’estudiar els efectes que produia la curcumina sobre I'activitat fosfatasa
alcalina, es va realitzar un primer marcatge amb APLS amb les diferents linies
cel-lulars estudiades, i es va detectar que presentaven activitat. A partir d’aqui,
es va determinar si la curcumina a diferents concentracions tenia algun efecte
sobre I'activitat d’aquest enzim.

Per realitzar el marcatge APLS en linies cel-lulars, es van plaquejar les ceél-lules
a una concentracié de 1x10° cél-lules per pouet, en un volum final de 2 mL, i es
van tractar amb diferents concentracions de curcumina (CF =0, 1, 5i 10 uM).
Passat el temps d’incubacio (24, 48 i 72 hores), de cada pouet se’'n van agafar
dues aliquotes d’1 mL, es va fer un rentat i les cel-lules es van resuspendre en
100 pyL d’HBSS. Per cada tractament, es va afegir 1 uyL d’APLS (concentraci6
d’estoc 500X) a una de les dues aliquotes i es va deixar l'altra com a blanc (1 pL
de DMSOQ), i es van incubar al bany a 37 °C durant 20 minuts. Finalment, es van
afegir 2 uL de DAPI 1 mg/mL per descartar les cel-lules necrotiques i es va
analitzar al citometre de flux.
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14. Analisi de caspases

Per tal de determinar I'efecte de la curcumina sola o en combinacié amb farmacs
sobre les caspases, es van realitzar diverses proves amb una sonda
profluorogenica de deteccié de caspases (Abcam). Es tracta d’'una sonda no
fluorescent que conté una sequéncia de péptids (Val-Ala-Asp, VAD) reconeguda
per la majoria de caspases activades. El trencament d’aquest enllag peptidic en
presencia de caspases actives fa que la molécula profluorogénica esdevingui
fluorescent. Aquesta prova permet detectar I'activitat de les caspases de forma
generica (detecci6é de caspases 1, 3, 4, 5, 6, 7, 81 9). El seu maxim d’excitacié
es troba al voltant de 647 nm i la seva emissi6 al voltant de 660 nm, de manera
gue no genera cap solapament de I'espectre d’emissio de fluorescéncia amb la
curcumina.

A continuacié es descriu el procediment utilitzat per estudiar I'activitat caspasa
en cultius primaris. Després de realitzar el tractament que correspongués, es va
agafar 1 mL de cel-lules, es van centrifugar i es van resuspendre en 0,5 mL del
mateix sobrenedant, per tal d’assolir la concentraci6 cel-lular optima per realitzar
el marcatge, entre 5x10° i 1x108 cél-lules/mL. Posteriorment es va afegir 1 uL de
la sonda TF5-VAD-FMK i es va incubar al bany humit a 37 °C, establint un temps
d’incubacié idoni de 2 hores. Transcorregut aquest temps, es van fer dos rentats
amb HBSS, es van resuspendre les cél-lules en 50 yL d’'HBSS i es va realitzar
un marcatge amb 5 pL de Ho342 1 mg/mL durant 30 minuts a 37 °C per
seleccionar les cél-lules nucleades. Posteriorment, es va realitzar un marcatge
amb 1 pL de P1100 pg/mL durant 5 minuts per excloure les cel-lules necrotiques
i es va analitzar al citometre de flux.

A la Figura 17 es mostra la plantilla d’adquisicié basica utilitzada per a I'analisi
de les caspases en cultius primaris.
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Figura 17: Plantilla d’adquisicio dissenyada per a I’analisi de les caspases en cultius primaris. En R1
es discriminen les cel-lules nucleades de restes cel-lulars, utilitzant el Ho342 per detectar el contingut de
DNA. En R2 s’exclouen agregats. La seleccié R3 és Util per descartar events coincidents. En R4 s’acaben
de descartar possibles restes cel-lulars presents en la mostra. En R5 se seleccionen les cel-lules en funcié
de la seva integritat de membrana cel-lular, permetent seleccionar-les totes o excloure aquelles amb un
major grau d’afectacio. En el cas de la figura, s’han inclos les cél-lules necrotiques i prenecrotiques, a fi de
visualitzar la diferent intensitat de I'activitat caspasa. Finalment, s’avalua la distribucié de les céel-lules en
funcié de l'activitat caspasa. La plantilla permet realitzar analisis complementaries que no es mostren en
aquesta figura, com poden ser els nivells d’activacié de les caspases en les cel-lules leucémiques (CD19+
CD5+) o0 en aquelles que presenten una major activitat ALP.
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15. Analisi de la combinacié de la curcumina i
farmacs sobre els cultius primaris

Per I'analisi de les mostres de sang de pacients amb LLC, es van combinar
quatre marcadors fluorescents: Ho342, per distingir les cél-lules nucleades dels
eritrocits i del soroll de fons'®3; PI, per descartar les cél-lules necrotiques;
anticossos monoclonals conjugats a fluorocroms dirigits a CD19 i CD5, especifics
de les cel-lules de la LLC; i APLS, per detectar, en funcié de I'activitat fosfatasa
alcalina, cél-lules més primitives i potencials cel-lules mare leucemiques entre
les cél-lules de la LLC.

Aquests marcatges es van realitzar adaptant el protocol previament descrit pel
nostre grup (Rico et al. 2016). Breument, es posa en un tub eppendorf el volum
de sang necessari per tenir 1x10° cél-lules. Aquest volum no ha de superar els
100 pL, i en cas que la concentracid no permeti arribar al mili6 de cel-lules,
s’utilitzen 100 pL. En cas que el volum de sang requerit sigui menor, s’acaben
d’assolir els 100 pL de volum afegint HBSS. Posteriorment, s’afegeixen 10 L de
FBS (com a bloquejant) i 10 uL de Ho342 1 mg/mL i s’incuba 10 minuts al bany
humit, a 37 °C, protegit de la foscor. Passat aquest temps, s’afegeix 1 uyL d’APLS
(concentracié d’estoc 500X) i s’incuba 20 minuts més a 37 °C, també en bany
humit i protegit de la foscor.

Posteriorment, s’afegeixen els anticossos per CD5 i CD19 (5 o 10 pL segons
indiqui el fabricant) i s’incuba 20 minuts a temperatura ambient. Per questions de
disponibilitat, s’han utilitzat anticossos conjugats a diferents fluorocroms, sempre
tenint en compte que amb els fluorocroms utilitzats no se solapessin
fluorescéncies i després de comprovar que no hi havia diferencies en els
resultats. Aixi, s’han utilitzat els seglents anticossos monoclonals: CD5-PE,
CD5-APC, CD19-APC, CD19-AF700i CD19 PE-Cy7.

Finalment, es passa la mostra a un tub de citometria (4,5 mL), s’afegeix HBSS
fins a 3 mL, 2 yL de PI 100 pg/mL, s’incuba 5 minuts a temperatura ambient i
s’analitza al citometre de flux.

Per analitzar les cél-lules dels cultius primaris, passat el temps d’incubacié (es
van testar diversos temps, compresos entre 2 i 6 dies), es va agafar 1 mL de
cadascun dels pouets, es va centrifugar i el boto cel-lular es va resuspendre en
50 uL d’HBSS. A partir d’aqui, es va realitzar el mateix marcatge CD5 CD19
APLS descrit, mantenint les concentracions.
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16. Analisi de les dades

Els resultats obtinguts es van analitzar amb el programari d’analisi Attune™ NxT
Software versi6 2.6 (Applied Biosystems™), Excel (Microsoft) i GraphPad Prism8
(GraphPad Software, Inc.). Per I'analisi de les fases del cicle cel-lular també es
va utilitzar el programa informatic FCS Express 5 FlowResearch Edition (De
Novo Software™).

Dels triplicats dels experiments, se’n va obtenir la mitjana i la desviacio
estandard. El nivell de significacio es va calcular utilitzant una prova t de Student
de dues cues. Pel que fa als cultius primaris, també es va utilitzar una prova t de
Student, utilitzant un test no parametric (Wilcoxon test). Els resultats amb un p-
valor inferior a 0,05 van ser considerats com a significatius. En tots els casos, els
valors obtinguts amb els farmacs o la curcumina es van comparar amb els del
control per determinar si hi havia diferencies significatives. Els valors de la
combinacié de farmac i curcumina es van comparar amb els que s’obtenien del
farmac sense curcumina.

En les analisis de produccio de ROS, extrusié de farmacs i activitat fosfatasa
alcalina, les Mitjanes d’Intensitat de Fluorescéncia (MIF) dels diferents
marcadors fluorescents es van utilitzar per calcular la Intensitat Relativa de
Fluorescéncia (IRF), per tal d’avaluar I'efecte dels diferents tractaments. La IRF
es va calcular amb la seguent férmula:

MIF (Compost testat) - MIF (Control negatiu)
IRF = . x 100
MIF (Control negatiu)

A causa que en l'analisi de producciéo de ROS, I'emissié de fluorescencia no
sempre presentava una distribucié normal, els valors de les MIF d’aquest apartat
corresponen a medianes en comptes de mitjanes.
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1. Caracteritzacio de les linies cel-lulars

1.1. Citomorfologia

Per a la caracteritzacié de les cel-lules es van obtenir imatges per microscopia
optica dels models cel-lulars utilitzats. La linia 183 presenta cel-lules arrodonides
i regulars, que creixen disperses o0 en petits clusters en suspensid. Presenten
algunes vesicules al citoplasma, i nuclis també arrodonits i regulars (Figura 18
A). La linia Mecl esta formada per cel-lules que presenten una morfologia
relativament irregular, amb preséncia d’algunes ceél-lules aberrants, i que creixen
aillades i presenten una certa adherencia (Figura 18 B). Les cel-lules de la linia
EHEB presenten una morfologia entre arrodonida i poligonal, amb certes
irregularitats observables de la membrana plasmatica i preséncia d’algunes
vesicules al citoplasma (Figura 18 C).

Figura 18: Imatges de microscopia de les linies cel-lulars 183, Mecl i EHEB. A l'esquerra, imatges de
microscopi de contrast de fase obtingudes de la base de dades de la DSMZ, i a la dreta, imatges de
microscopia Optica utilitzant tincié6 May Grunwald-Giemsa obtingudes al propi laboratori (100X). A, 183; B,
Mecl; C, EHEB.
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1.2. Immunofenotip

Tot i que 'immunofenotip de les linies cel-lulars utilitzades esta ben descrit, es
va procedir a realitzar un immunofenotipatge d’alguns marcadors de referéncia
en la LLC per tal de verificar si els expressaven. A continuacié es mostra una
taula amb els resultats obtinguts (Taula 3).

Taula 3: Immunofenotip de les linies cel-lulars de LLC utilitzades.

+ + +

I83P +

183 + + +

Mecl - + + +
EHEB - + + +

1.3. Analisi del cicle cel-lular

Amb I'analisi del cicle cel-lular i de la ploidia, es va observar que les 183 i les
Mecl eren tetraploides, i que les EHEB eren diploides (Figura 19). Aquests
resultats coincideixen amb el que hi ha préviament descrit d’aquestes linies
cel-lulars, excepte en el cas de Mecl, que consten com a majoritariament
quasidiploides, tot i que amb forga heterogeneitat i al voltant d’'un 10% de
poliploidia.

Es mostra també el cicle cel-lular d’'una subpoblacio diploide de les 183, el procés
d’obtencio de la qual es descriu en el segiient apartat.

183 183 diploides Mec1 EHEB
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Figura 19: Perfil de cicle cel-lular de les diferents linies cel-lulars utilitzades. Es pot observar, en funcié
de la situacié en l'eix d’abscisses del pic major, corresponent a les cel-lules en fase GOG1, com les linies
183 i Mec1 son tetraploides, mentre que EHEB i la sublinia derivada de 183 sén diploides.
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1.4. Analisi de clonalitat

Com a consequencia de la positivitat per micoplasma de la linia 183, es va
procedir a fer un assaig de dilucié limit en placa de 96 pouets amb la finalitat
d’aconseguir la descontaminacid.

Dels diversos subcultius obtinguts, es va comencar a treballar amb un d’ells, lliure
de contaminacio. Transcorregut un temps d’expansié del cultiu, I'analisi de la
ploidia va revelar que la nova linia era diploide (Figura 20 A). Després de
diferents passis, I'analisi de la ploidia va revelar un augment del pic 4n i I'aparicié
d’un tercer pic 8n, indicant una tetraploiditzacié del model cel-lular (Figura 20 B
i C). Després d'uns tres mesos de cultiu, es va observar que el pic 4n
augmentava fins a superar la poblacié diploide inicial (Figura 20 D). Passats 3
mesos Més, el pic diploide acabava sent aparentment indetectable i s’observava
una poblacié 4n homogenia (Figura 20 E). Tot i que no hi ha gaire bibliografia
relativa a la linia 183, a la base de dades de la DSMZ hi consta com a
hipotetraploide'84, coincidint amb el que s’havia observat en la linia original,
préviament a la realitzaci6 de la dilucio limit.

El procés de tetraploiditzacié es va poder replicar en un cultiu independent de
183 diploides. En canvi, es van repetir dilucions limit de les 183 tetraploides, i de
les 10 subpoblacions obtingudes, cap va ser diploide.

0.001 500 1000 0001 w0 1000 6.001 50 1000 0001 500 1000 0001 500 1000
DAPI-A (1073) DAPI-A (103) DAPI-A (1073) DAPIL-A (1073) DAPI-A (1073)

% de cél-lules (sobre el maxim)
E—

Figura 20: Procés de tetraploiditzacié de la sublinia 183 diploide. Inicialment, la sublinia de 183
obtinguda per dilucié limit era uniformement diploide, fins que va apareixer un petit pic 8n indicatiu de la
preséencia de cel-lules tetraploides. Al llarg d’un periode d’aproximadament 9 mesos es va poder observar
un augment progressiu de la poblaci6 tetraploide fins acabar substituint la poblacioé diploide inicial, que va
acabar sent indetectable.

El cariotip de les linies diploide i tetraploide va permetre demostrar la composicio
per dues clones diferents, de 45 cromosomes i 88-90 cromosomes, en
proporcions variables. La poblacié aparentment diploide estava composta
majoritariament per la clona hipodiploide de 45 cromosomes (39 metafases
sobre 50), mentre que la linia aparentment tetraploide estava composta
majoritariament per la clona de 88 cromosomes (22 metafases sobre 41). Es
detectava una delecio estructural de 2p i 18p, i les férmules de les dues clones
majoritaries eren, respectivament, 45,X,-Y,del(2)(p21p23),del(18)(p11.1) i
88-90,XX,-Y,-Y,del(2)(p21p23)x2,del(18)(p11l.1)x2 (Figura 21).
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Figura 21: Cariotip de les cel-lules 183 diploides. Les fletxes indiquen les delecions en 2p i 18p.
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2. Analisi de I'efecte sinéergic de la curcumina
sobre els farmacs

2.1. Controls i curcumina

Per a la posterior valoracio de I'efecte dels farmacs i de la seva combinaciéo amb
la curcumina, es va comencar analitzant I'estat basal de les cél-lules en abséncia
de tractament (incubacié amb DMSO) i tractades amb curcumina 5 pM.

En primer lloc, es va avaluar la integritat de la membrana cel-lular, parametre
gue esta associat a la viabilitat cel-lular. Tot i que es van realitzar analisis a 0,
24, 48 i 72 hores d’incubacid, per facilitar la comprensié dels resultats només es
mostren els resultats de les 72 hores, ja que hi ha coherencia entre tots els temps
estudiats i en general aquest és el més representatiu i permet avaluar
objectivament l'efecte dels farmacs. En primer lloc es mostren els resultats
obtinguts en els controls negatius, i posteriorment es presenten els resultats
obtinguts en preséncia de curcumina.

Es va poder observar que en abseéencia de tractament, les 183 tenien molt
conservada la integritat de la membrana cel-lular a les 72 hores (superior al 95%)
(Figura 22), el que seria indicatiu d’'una propagacié optima del cultiu cel-lular.
Les Mecl assolien uns valors més baixos, al voltant del 90% (Figura 22). Cal
remarcar que aquestes cél-lules presenten una certa adheréencia, el que influeix
en la viabilitat basal perqué dificulta el manteniment de les cel-lules en cultiu,
alhora que fa necessaria la utilitzacié de 'EDTA per tal de desenganxar-les i
mantenir ’lhomogeneitat del cultiu cel-lular. Les cel-lules de la linia EHEB van ser
les que presentaven uns percentatges més baixos de viabilitat basal, entre un 70
iun 80% (Figura 22).

La curcumina 5 pM va reduir minimament la viabilitat basal en les 183 i les Mec1
a les 72 hores (Figura 22). Tot i que va tenir un efecte significatiu en les 183,
aquest va ser molt moderat. En les EHEB, la curcumina va augmentar de forma
significativa el percentatge de cel-lules afectades, en un 5% aproximadament
(Figura 22).
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Figura 22. Efecte de la curcumina a les 72 hores d’incubacié sobre la integritat de la membrana
cel-lular. La curcumina va produir un efecte citotoxic lleu perod significatiu en 183 i EHEB. * P < 0,05; ** P <
0,005; *** P < 0,0005.

Simultaniament, es va valorar la proliferacié cel-lular, tenint en compte
'increment al llarg del temps de la concentracié cel-lular, calculada amb el
sistema de recompte absolut del citometre de flux. Ens tots els casos es partia
de 50 cel-lules/pL, la concentracié de sembra.

Es va observar que la proliferacié cel-lular guardava relacié amb la integritat de
membrana. Aixi, les 183 van ser les que proliferaven més, arribant a valors
propers a les 800 ceél-lules/uL a les 72 hores (Figura 23 A). Les Mecl van
presentar una proliferacio menor, arribant a unes 400 cel-lules/pL (Figura 23 B).
Finalment, les EHEB van ser les que van presentar una proliferaci6 més baixa,
superant per poc les 100 cél-lules/uL (Figura 23 C).

La curcumina va produir un bloqueig de la proliferacié significatiu en totes tres
linies tal i com es pot observar en I'evolucié del recompte de cél-lules al llarg del
temps. (Figura23 A, B i C).
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Figura 23: Efecte de la curcumina sobre la proliferacié cel-lular. La curcumina 5 pM va reduir
significativament la proliferacio de totes tres linies cel-lulars. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al cicle cel-lular, com s’ha comentat a Material i metodes, es va
calcular la ratio (S + G2M) / GOG1, que indica la proporcié de cél-lules en sintesi
i divisié respecte a les que estan en fase GOG1.

Les 183 en el control tenien una ratio lleugerament menor que 1 a les 24 hores
(de 0,8), i que augmentava amb el temps (fins a 1,2 a les 72 hores) (Figura 24
A). Les Mecl tenien una ratio molt elevada a les 24 hores, al voltant de 1,6, que
va disminuir fins a 1 a les 72 hores (Figura 24 B). Pel que fa a les EHEB, a les
24 hores tenien una ratio de 1,2 i va disminuir lleugerament fins a 0,9 a les 72
hores (Figura 24 C).

La curcumina va incrementar significativament la ratio (S + G2M) / GOG1 en les
I83 i les Mecl a les 24 hores (Figura 24 A i B). En les EHEB s’observava el
mateix efecte, sobretot a les 72 hores, tot i que en aquest cas no va ser
significatiu (Figura 24 C). Aquest augment de la ratio produit per la curcumina
no és atribuible a un increment de la proliferacio, sin6 més aviat a un bloqueig
de les cél-lules en les fases S 0 G2M. L’efecte observat en 183 i Mecl a les 24
hores va disminuir amb el temps, i fins i tot es va assolir I'efecte contrari, a les 48
hores en Mecl i a les 72 hores en 183, amb una reduccié del percentatge de
cel-lules en S 0 G2M en relacio al control (Figura 24 A). Aquest fet podria ser
atribuible a la mort d’'una part de les cél-lules bloquejades.
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També es va avaluar cada fase del cicle cel-lular per separat a cada temps
d’incubacié. Els resultats es mostren de forma concisa en una taula (Taula 4),
indicant Unicament si el tractament produia un increment o una disminucio
significatius del percentatge de cél-lules en cada fase. S’indiquen només els
efectes en S i G2M, ja que els canvis en GOG1 responen basicament al bloqueig
de cel-lules en les altres dues fases.

Es va observar que I'efecte de la curcumina es va produir sobre la fase S, i que
G2M no variava significativament (Taula 4). A les 72 hores hi havia un bloqueig
significatiu en fase S en EHEB, que no es detectava amb la ratio (S + G2M) /
GOG1. En 183 i Mecl, el bloqueig en fase S es va produir a les 24 hores (P <
0,005), mentre que a temps més llargs d’incubacio es produia una disminucié
significativa del percentatge de cél-lules en aquesta fase en comparacié amb el
control. Aquests resultats mostren que la curcumina té un efecte disruptor del
cicle cel-lular, produint un bloqueig en fase de sintesi (fase S) per aquests models
cel-lulars.
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Figura 24: Efecte de la curcumina sobre la ratio (S + G2M) / GOGL1. La curcumina va produir un augment
significatiu de la ratio en 183 i Mec1l a les 24 hores. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 4: Efecte de la curcumina sobre les fases S i G2M.

Curcumina 183 Mec1l EHEB
S G2M S G2M S G2M
24h +++ / ++ / / /
48h - / - / / /
72h -- / + / + /

S’indica si la curcumina va produir un increment del percentatge de cel-lules (+) o una disminucié (-)
respecte al control. / P > 0,05; + P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005.

Finalment, es va avaluar al microscopi optic la citomorfologia de les diferents
linies i els canvis que generaven els tractaments sobre aquesta. En aquest
apartat es descriuen els efectes observats i s’acompanya d’algunes imatges
representatives, seleccionant aquelles en qué es poden observar millor els
efectes descrits.
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En el cas dels controls, i com a recordatori, amb I'analisi per microscopia es va
observar que les 183 son cel-lules regulars i arrodonides en general, amb nuclis
també arrodonits i regulars i que creixen disperses o en petits clisters en
suspensié (Figura 25 A). S’observen petites vesicules al citoplasma, aixi com
cel-lules en divisio amb relativa frequencia. Pel que fa a les Mecl, son cél-lules
forca irregulars (Figura 25 C), amb presencia d’algunes cél-lules aberrants (com
per exemple, de mida gran, amb deformacions de nucli). Finalment, les EHEB
son ceél-lules arrodonides o poligonals, amb un contorn de la membrana irregular
i amb preséncia de vesicules al citoplasma (Figura 25 E).

La curcumina va incrementar la presencia de cel-lules més grans del normal i
amb deformitats de nucli (com ara lobulacions o cel-lules polinucleades) en les
I83 (Figura 25 B), amb una incidéncia que augmentava a temps més llargs
d’incubacio (24 h <48 h <72 h). En les Mecl va produir una fragmentacio del
nucli en algunes cél-lules a les 24 hores (Figura 25 D). També es podia observar
la preséncia d’alguna cel-lula amb deformacions de nucli, i a les 48 hores
s’observava una disminucio de la concentracio cel-lular i un nombre relativament
elevat de cossos apoptotics. A les 72 hores s’observava una relativa disminucio
de cél-lules amb morfologia aberrant, mentre que la resta semblaven mes
regulars. En les EHEB no es van detectar efectes morfologics produits per la
curcumina (Figura 25 F).
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Figura 25: Efectes de la curcumina 5 M sobre la citomorfologia de les linies cel-lulars (100X). A
Control 183 24 h; B Curcumina 183 72 h; C Control Mec1 48 h; D Curcumina Mec1 24 h; E Control EHEB
48 h; F Curcumina EHEB 48 h.

2.2. Etoposid

Una vegada avaluat I'estat dels controls i I'efecte de la curcumina, es va procedir
a estudiar I'efecte de diferents farmacs i de la seva combinacié amb curcumina.
Per facilitar la comprensio dels grafics, unicament s’ha indicat amb asteriscs el
nivell de significacié de I'efecte combinatori de la curcumina respecte al farmac
sol, principal objecte d’aquesta Tesi. La significanca de l'efecte dels farmacs
respecte al control, aixi com la totalitat dels resultats numeérics obtinguts en els
assaigs de citotoxicitat, es troben indicats a la Taula suplementaria 1, Taula
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suplementaria 2, Taula suplementaria 3 i Taula suplementaria 4 de Material
suplementari.

El tractament amb etoposid 0,1 uM va tenir poc efecte a les 72 hores sobre la
integritat de la membrana cel-lular en 183 i Mec1 (increment de 'afectacio inferior
a un 1%), no aixi en EHEB, en qué va produir un increment de més d’un 5% de
cel-lules afectades (Figura 26).

La combinacié amb curcumina va incrementar significativament la disrupcié de
la membrana en totes tres linies. En les 183 va produir un increment moderat
pero clarament significatiu (P < 0,0005), que responia a un efecte additiu (CDI =
0,98). En les Mecl es va produir un increment considerable i significatiu del
mateix efecte, aproximadament d’'un 10%. L’efecte va ser lleugerament sinérgic
(CDI = 0,91). Cap dels dos compostos va demostrar un efecte significatiu sobre
la disrupcié de la membrana cel-lular per separat. En les EHEB també es va
observar una potenciaci6, amb un efecte additiu (CDI = 0,99) (Figura 26).

Efecte etoposid (72h)
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Figura 26: Efecte de I’etoposid a les 72 hores d’incubacio sobre la integritat de |la membrana cel-lular
i efecte sinergic de la curcumina. La curcumina va tenir un efecte potenciador de I'etoposid significatiu en
comparacio6 al farmac tot sol en totes tres linies cel-lulars. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Els efectes de I'etopdsid van ser molt més evidents en el bloqueig de la
proliferacio cel-lular, produint en totes tres linies una reduccié de la proliferacio
(Figura 27 A, B i C). Enles tres linies, la combinacié amb curcumina va contribuir
a reduir encara més la proliferacio cel-lular, de forma significativa (Figura 27 A,
B i C). Es important recordar que la curcumina per si sola ja produia un bloqueig
de la proliferacio, arribant a superar 'efecte de I'etopdsid en el cas de les 183
(Figura 27 A).
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Figura 27: Efecte de I’etoposid sol i en combinacié amb la curcumina sobre la proliferacio cel-lular.
L’etoposid va reduir la proliferacio cel-lular en totes tres linies, i va ser potenciat significativament per la
curcumina. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al cicle cel-lular, I'etopdsid va produir un increment de la ratio (S +
G2M) / GOGL1 en les tres linies (Figura 28 A, B i C), que va ser significatiu en
Mecl (24 h) (Figura 28 B) i en EHEB (48 i 72 h) (Figura 28 C). La combinacio
amb curcumina no va tenir un efecte significatiu sobre I'etopdsid en cap de les
tres linies (Figura 28 A, B i C).

Estudiant les fases del cicle cel-lular per separat, es va observar que I'etoposid
produia el blogueig de forma significativa en fase G2M en totes tres linies
cel-lulars (Taula 5). L’etoposid no va produir un efecte significatiu sobre la fase
S en 183 ni en EHEB, només en Mecl va produir una certa reduccio del
percentatge de cel-lules en aquesta fase a les 48 i 72 hores (Taula 5).

La combinacié amb curcumina va produir en Mecl (24 h) i en EHEB (72 h) un
blogueig en fase S, que va reduir 'acumulacié de cél-lules en fase G2M que
produia I'etopodsid per si sol (Taula 5). En 183, la curcumina no va produir cap
efecte significatiu sobre el cicle cel-lular (Taula 5).
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Figura 28: Efecte de I’etoposid sol i en combinacié amb la curcumina sobre la ratio (S + G2M) / GOGL1.
L’etoposid va produir un increment de la ratio en totes tres linies cel-lulars. La combinacié amb la curcumina
no va produir canvis significatius en aquest efecte. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 5: Efecte de I’etoposid sol o en combinacié amb la curcumina sobre les fases Si G2M.

Etoposid 183 Mecl EHEB
S G2M S G2M S G2M
24h / ++ / ++ / /
48h / ++ - ++ / +
72h / / - + / ++
+Cur
24h / / +++ / /
48h / / / / / /
72h / / ++ / ++ -

S’indica si es va produir un increment del percentatge de ceél-lules (+) o una disminucio (-), en comparacio
al control, en el cas de I'etoposid; i en comparacio a l'etoposid sol, en el cas de I'etoposid combinat amb
curcumina. / P > 0,05; + P <0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005.
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Pel que fa a la citomorfologia, en les 183 es va observar que I'etopodsid 0,1 uM, a
partir de les 48 hores d’incubacio, produia alteracions de la morfologia cel-lular,
polinucleacio i fragmentacié de nucli i aparicié massiva de vesicules en algunes
cel-lules (Figura 29 A). A les 24 hores no s’observava cap efecte citomorfologic,
mentre que ales 72 hores, les cel-lules presentaven més alteracions observables
que a les 48 hores. La combinaci6 amb curcumina 5 pM va incrementar la
severitat de I'efecte de I'etopdsid, amb alteracions del nucli i polinucleacio a les
72 hores d’incubacio (Figura 29 B).

En les Mecl, 'etopoOsid va permetre observar algunes cél-lules amb nuclis més
grans, amb alteracions morfologiques i polinucleacié (Figura 29 C). La
combinacié amb curcumina va anticipar I'entrada en apoptosi de les cél-lules, i
es podien observar cossos apoptotics amb relativa frequencia ja a les 24 hores
(Figura 29 D). Amés, ales 48 72 hores incrementava el percentatge de cel-lules
amb nuclis més grans i amb aberracions, polinucleades o apoptotiques.

En les EHEB l'etopdsid va permetre observar cél-lules amb nuclis aberrants i
polinucleades (Figura 29 E) a partir de les 48 hores. A les 72 hores es
comencava a veure un nombre relativament elevat de cel-lules amb importants
aberracions i una minoria de cossos apoptotics sobre I'extensio total de la
preparacid. Amb la combinacié amb curcumina es va observar un increment de
cossos apoptotics i cel-lules amb danys ja a les 24 hores. A les 48 hores
s’observava que moltes de les cél-lules presentaven caracteristiques
citomorfologiques d’apoptosi, amb una menor frequiéncia de cél-lules
polinucleades en comparacié amb el tractament amb etoposid sol. Finalment, a
partir de les 48 hores, i especialment a les 72 hores, es va observar compactacio
de la cromatina nuclear i cél-lules molt aberrants, amb gran vacuolitzacio6 (Figura
29 F).
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Figura 29: Efectes de I’etoposid 0,1 uM sobre la citomorfologia (100X). A Etoposid 183 72 h; B Etoposid
+ Curcumina 183 72 h; C Etoposid Mec1 24 h; D Etopodsid + Curcumina Mecl 24 h; E Etoposid EHEB 72 h;
F Etoposid + Curcumina EHEB 48 h.

2.3. Camptotecina

El tractament amb camptotecina 0,005 uM va produir una important disrupcioé de
la membrana cel-lular en Mecl i EHEB. En 183, en canvi, va tenir un efecte
moderat (Figura 30). La combinaci6 amb curcumina 5 pM va potenciar
significativament I'efecte en 183 i Mec1, no en EHEB (Figura 30). En 183, tant la
camptotecina com la curcumina per separat tenien molt poc efecte sobre la
disrupci6 de la membrana cel-lular, en canvi, la combinacio dels dos compostos
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produta un efecte sinergic considerable (CDI = 0,87). Aixi mateix, en Mecl la
curcumina per si sola va tenir poc efecte, mentre que va produir un efecte
sinergic considerable en combinacié amb la camptotecina (CDI = 0,9).

Efecte camptotecina (72h)
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Figura 30: Efecte de la camptotecina a les 72 hores d’incubacio sobre la integritat de la membrana
cel-lular i efecte sinérgic de la curcumina. La curcumina va produir un efecte potenciador de la
camptotecina significatiu en 183 i Mecl. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa a la proliferacié cel-lular, la camptotecina va produir un bloqueig potent
en totes tres linies cel-lulars (Figura 31 A, B i C). La combinacié amb curcumina
va potenciar significativament aquest efecte en 183 i Mec1 (Figura 31 A i B), pero
no en EHEB (Figura 31 C). La potenciaci6 de I'efecte de la camptotecina produit
per la curcumina va ser moderat en les Mecl i potent en les 183, reduint

respectivament la concentracio cel-lular a les 72 hores de 150 a 85 cél-lules/uL i
de 435 a 165 cel-lules/pL.
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Figura 31: Efecte de la camptotecina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la proliferacio
cel-lular. La camptotecina va reduir considerablement la proliferacio cel-lular en totes tres linies, i es va
veure potenciada significativament per la curcumina en 183 i Mecl. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al cicle cel-lular, la camptotecina va produir un increment molt
important de la ratio (S + G2M) / GOG1, que es va mantenir al llarg del temps i
va ser significatiu per totes tres linies cel-lulars (Figura 32 A, B i C). La
combinacié amb curcumina va incrementar significativament aquest bloqueig en
les 183 a les 24 hores (Figura 32 A). En les Mecl, la combinacié amb curcumina
també va tenir un efecte significatiu a les 24 hores, en aquest cas, contrari,
produint una reduccié de la ratio (Figura 32 B) que podria ser causada per la
mort d’'una part de les cél-lules bloquejades.

Analitzant per fases del cicle es va observar que el blogueig produit per la
camptotecina es produia significativament tant en fase S com G2M, amb
variacions entre les linies cel-lulars. La camptotecina va produir un increment
significatiu del percentatge de cel-lules en fase G2M en 183 i Mec1 (a tots els
temps) i en EHEB (a les 72 hores); i de S en Mecl (a tots els temps) i EHEB (a
les 48 i 72 hores), no en 183 (Taula 6). La combinaci6 amb curcumina va
potenciar lleument I'efecte bloquejador de la camptotecina en 183 a les 24 hores,
incrementant el percentatge de cél-lules en fase G2M. Pel que fa a la reduccio
de la ratio observada préviament en Mecl a les 24 hores, es va produir
concretament a la fase G2M (Taula 6).
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Figura 32: Efecte de la camptotecina solai en combinacié amb la curcumina sobre la ratio (S + G2M)
/ GOG1. La camptotecina va produir un increment de la ratio en totes tres linies cel-lulars. La curcumina va
potenciar aquest efecte significativament en 183 i el va reduir significativament en Mec1 a les 24 hores. * P
< 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 6: Efecte de la camptotecina sola o en combinacié amb curcumina sobre les fases Si G2M.

Camptotecina 183 Mecl EHEB
S G2M S G2M S G2M
24h / +++ ++ + / /
48h / ++ ++ ++ ++ /
72h / ++ +++ +++ ++ +
+Cur
24h - ++ / - / /
48h / / / / / /
72h / / / / / /

S’indica si es va produir un increment del percentatge de ceél-lules (+) o una disminucio6 (-), respecte al
control, en el cas de la camptotecina; i respecte a la camptotecina sola, en el cas de la camptotecina
combinada amb curcumina. / P > 0,05; + P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005.
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Pel que fa a la citomorfologia, la camptotecina va induir alteracions morfologiques
de nucli, polinucleacio i formacid de vesicules al citoplasma en les 183,
especialment a partir de les 48 hores (Figura 33 A). Amb la combinacié amb
curcumina es van mantenir els mateixos efectes, amb un lleu increment de les
alteracions morfologiques observades (Figura 33 B).

En Mecl també es van detectar cel-lules amb alteracions de nucli i polinucleacio,
i algunes amb compactacié de la cromatina i caracteristiques de I'apoptosi,
també a partir de les 48 hores (Figura 33 C). La combinacié amb curcumina no
va produir cap canvi citomorfologic addicional (Figura 33 D).

En EHEB, I'efecte de la camptotecina es va comencar a observar a les 48 hores,
fent-se evident ales 72 hores. Es van observar cél-lules més grans, algunes amb
més d’un nucli, amb vacuolacié (Figura 33 E). La combinacié amb curcumina no
va produir cap efecte citomorfologic evident (Figura 33 F). Tanmateix, a les 48
hores ja es comengaven a observar forca cel-lules amb alteracions, mentre que
en abséncia de curcumina, no es van observar efectes de manera generalitzada
fins a les 72 hores.
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Figura 33: Efectes de la camptotecina 0,005 uM sobre la citomorfologia (100X). A Camptotecina 183 72
h; B Camptotecina + Curcumina 183 72 h; C Camptotecina Mecl1 72 h; D Camptotecina + Curcumina Mecl
72 h; E Camptotecina EHEB 72 h; F Camptotecina + Curcumina EHEB 72 h.

2.4. Colquicina

El tractament amb colquicina 0,005 uM va tenir un efecte citotoxic potent sobre
les tres linies cel-lulars, produint disrupcié de la membrana cel-lular (Figura 34)
i bloqueig de la proliferacié (Figura 35 A, B i C). El banc de concentracions
realitzat sobre aquests models cel-lulars per determinar la concentracié optima
de treball va mostrar que la colquicina presenta un inici abrupte de la toxicitat,
produint molt poc efecte a concentracions inferiors a 0,005 uM i una elevada
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toxicitat a concentracions superiors, un resultat en correspondencia amb l'estret
marge terapeutic d’aquest farmac.

La combinaci6 de la colquicina amb curcumina 5 uM va produir una potenciacio
significativa de I'efecte del farmac en totes tres linies cel-lulars, tant en la
disrupcié de la membrana (Figura 34) com en el bloqueig de la proliferacié
(Figura 35 A, B 1 C). La potenciacio més destacable es va produir en les Mecl,
en que el percentatge de cel-lules amb la membrana integra va disminuir del
73% amb la colquicina sola a un 45% en combinacié amb la curcumina (Figura
34). Aquest efecte va ser clarament sinergic (CDI = 0,68). Pel que fa a la
proliferacio, en la mateixa linia, I'is de la colquicina va reduir la concentracio
cel-lular a les 72 hores de 580 a 350 cel-lules/pL, perdo amb la combinacié amb
la curcumina, aguesta concentracio es va arribar a reduir a unes 100 cel-lules/pL
(Figura 35 B). La combinacié amb curcumina va tenir un efecte més moderat en
la disrupcio de la membrana de les 183 i les EHEB, també significatiu (Figura
34). En tots dos casos es va tractar d’un efecte additiu, amb un CDI = 0,95 per
les 183 i un CDI = 1,01 per les EHEB. La combinacié amb curcumina també va
reduir significativament la proliferacio en aquestes dues linies cel-lulars (Figura
35AiC).
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Figura 34: Efecte de la colquicina a les 72 hores d’incubacié sobre la integritat de la membrana
cel-lular i efecte sinérgic de la curcumina. La curcumina va tenir un efecte potenciador de la colquicina
significatiu en totes tres linies cel-lulars. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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Figura 35: Efecte de la colquicina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la proliferacio
cel-lular. La colquicina va reduir la proliferacio cel-lular i es va veure potenciada significativament per la
curcumina en totes tres linies cel-lulars. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

La colquicina va produir un blogueig sostingut i significatiu de les cél-lules en les
fases Si G2M en les 183 i les Mecl (Figura 36 A 1 B). En canvi, en les EHEB va
tenir 'efecte contrari, reduint de forma significativa el percentatge de cél-lules en
aquestes fases a les 24 hores (Figura 36 C). A temps d’incubacié més llargs es
va produir un lleuger increment del percentatge de cél-lules en aquestes dues
fases, toti que no va resultar significatiu (Figura 36 C). Pel que fa a la combinacio
amb curcumina, la potenciacio de I'efecte bloquejador no va resultar significativa
en cap cas (Figura 36 A, B i C).

Avaluant cada fase del cicle cel-lular per separat, es va observar que el bloqueig
induit per la colquicina es produia significativament tant en fase S com en G2M
(Taula 7). En les 183, el bloqueig va ser més important en fase S, mentre que en
les Mecl ho va ser més en fase G2M (Taula 7). En EHEB, a les 24 hores la
colquicina va produir una disminucié de cél-lules en fase S, pero a partir de les
48 hores s’observava un bloqueig significatiu de cel-lules en aquesta fase (Taula
7). La combinacié6 amb curcumina va tenir un efecte potenciador moderat,
augmentant significativament el bloqueig en fase G2M en Mec1l (48 h) i en fase
S en EHEB (72 h). En 183 va potenciar el bloqueig en fase S a les 24 hores, i
posteriorment va reduir el nombre de cél-lules en aquesta fase a les 48 hores
(Taula 7).
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Figura 36: Efecte de la colquicina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la ratio (S + G2M) /
GOGL1. La colquicina va produir un increment de la ratio en 183 i Mecl. La combinacié amb la curcumina no
va produir canvis significatius en aquest efecte. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 7: Efecte de la colquicina sola o0 en combinacié amb curcumina sobre les fases Si G2M.

Colquicina 183 Mecl EHEB
S G2M S G2M S G2M

24h +++ ++ / ++ - /
48h +++ / / ++ + /
72h + + + +++ + /
+Cur

24h ++ / / / / /
48h -- / / + / /
72h / / / / + /

S’indica si es va produir un increment del percentatge de ceél-lules (+) o una disminucio6 (-), respecte al
control, en el cas de la colquicina; i respecte a la colquicina sola, en el cas de la colquicina combinada amb
curcumina. / P > 0,05; + P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005.
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Pel que fa a la citomorfologia, la colquicina va induir importants alteracions
citomorfologiques en les 183 i les Mecl, ja a les 24 hores, produint unes imatges
del nucli molt caracteristiques, amb compactacioé de la cromatina i una aparent
fragmentacié (Figura 37 A i C). La combinacié amb curcumina va incrementar
les alteracions citomorfologiques, especificament relacionades amb la
compactacio de la cromatina nuclear i sobre el nombre de cel-lules afectades
(Figura 37 B i D). En la linia EHEB, I'efecte va ser diferent, amb fragmentacié de
nucli pero també amb produccié de vacuols en el citoplasma i aparicié de
cel-lules amb deformacions de nucli, polinucleades o amb altres aberracions
(Figura 37 E). Amb la combinacié amb curcumina es van observar els mateixos
efectes que en la seva absencia (Figura 37 F).

50 pm

Figura 37: Efectes de la colquicina 0,005 uM sobre la citomorfologia (100X). A Colquicina 183 72 h; B
Colquicina + Curcumina 183 72 h; C Colquicina Mecl 72 h; D Colquicina + Curcumina Mecl 72 h; E
Colquicina EHEB 72 h; F Colquicina + Curcumina EHEB 72 h.
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2.5. Citarabina

El tractament amb citarabina 0,01 uM va produir un efecte lleu sobre la disrupcio
de la membrana cel-lular, que no va resultar significatiu. La combinacié amb la
curcumina no va generar cap efecte. Només en el cas de les 183 va produir un
lleuger increment de la citotoxicitat que va resultar significatiu (Figura 38).
Aquest efecte combinatori va ser additiu (CDI = 1).
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Figura 38: Efecte de la citarabina a les 72 hores d’incubacié sobre la integritat de la membrana
cel-lular i efecte sinergic de la curcumina. La curcumina va tenir un lleuger efecte potenciador de la
citarabina, significatiu respecte al farmac tot sol, només en les 183. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Aquesta mateixa dosi de citarabina si que va tenir un efecte notable i significatiu
bloguejant la proliferacié cel-lular en les 183 i les Mecl (Figura 39 A i B), i en
menor mesura, en les EHEB (Figura 39 C). La combinacié amb la curcumina va
incrementar significativament aquest bloqueig en les tres linies, tot i que I'efecte
més notable va ser en Mecl (Figura 39 B), en qué va reduir la concentracio
cel-lular final, a les 72 hores, de 400 a 300 cél-lules/uL. En les 183 i les EHEB es
va observar un efecte potenciador significatiu de la curcumina només a les 48
hores (Figura 39 A i C).
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Figura 39: Efecte de la citarabina sola i en combinaci6 amb la curcumina sobre la proliferacio
cel-lular. La citarabina va reduir la proliferacié en totes tres linies cel-lulars, i es va veure potenciada
significativament per la curcumina, especialment en les Mecl. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al cicle cel-lular, la citarabina va produir un bloqueig significatiu de les
cél-lules en les fases S i G2M a les 24 hores en les 183 i les Mecl (Figura 40 A
i B). Aquest efecte s’anava atenuant, deixant de ser significatiu a les 48 hores en
Mecliales 72 hores en I83. Pel que fa a les EHEB, no es va observar cap efecte
(Figura 40 C). La combinacié amb la curcumina només va tenir un efecte
significatiu en les 183 a les 48 hores, reduint parcialment el percentatge de
cel-lules bloguejades per la citarabina en les fases S i G2M (Figura 40 A). Aquest
efecte també es va produir a les 24 hores, sense resultar significatiu.

Avaluant cada fase del cicle cel-lular per separat es va observar que la citarabina
va produir un bloqueig significatiu en fase S, en les 183 a les 24 i 48 hores (P <
0,0005) i en les Mecl ales 24 i 72 hores (P < 0,005). En 183, la citarabina també
va produir un bloqueig parcial en G2M (P < 0,05) (Taula 8). En les EHEB no hi
va haver efecte (a excepcié d’una lleu disminucio significativa en G2M a les 48
hores). La combinaciéo amb curcumina va potenciar significativament el bloqueig
en fase S enles I83 i les Mecl i va reduir el percentatge de cel-lules bloquejades
en G2M (Taula 8).
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Figura 40: Efecte de la citarabina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la ratio (S + G2M) /
GOGL1. La citarabina va produir un increment significatiu de la ratio en les 183 i les Mec1. La curcumina va
reduir lleugerament pero de forma significativa aquest efecte en les 183, mentre que en les Mecl no va
produir canvis significatius. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 8: Efecte de la citarabina sola o en combinacié amb curcumina sobre les fases S i G2M.

Citarabina 183 Mecl EHEB
S G2M S G2M S G2M
24h +++ + ++ / / /
48h +++ + / / / -
72h / + ++ / / /
+Cur
24h / - ++ - / -
48h + - - / / /
72h / / +++ - / /

S’indica si es va produir un increment del percentatge de cél-lules (+) o una disminucié (-), respecte al
control, en el cas de la citarabina; i respecte a la citarabina sola, en el cas de la citarabina combinada amb
curcumina. / P > 0,05; + P <0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005.
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Pel que fa a la citomorfologia, en les 183, amb el tractament amb citarabina es
van observar cel-lules amb un augment considerable de mida i amb nuclis
lobulats o polinucleades (Figura 41 A). Amb la combinacié amb la curcumina es
van mantenir els mateixos efectes (Figura 41 B).

En les Mecl, es va produir una alteracio de la cromatina nuclear semblant a la
que produia la colquicina, amb compactaci6 i aparent fragmentacio. També es
va observar una certa vacuolitzacio, amb vacuols relativament petits (Figura 41
C). L’efecte citotoxic comencava a ser evident a les 48 hores, i a les 72 hores
semblava disminuir. Amb la combinaci6 amb curcumina es va observar la
mateixa alteracio de la cromatina (Figura 41 D), i a més, I'efecte es va anticipar
i van incrementar les alteracions citomorfologiques.

En EHEB, la citarabina no va produir efectes evidents, només s’observava
puntualment alguna cél-lula aberrant, amb vacutols d’autofagia (Figura 41 E) o
algun cos apoptotic. Amb la curcumina es va mantenir I'efecte, amb un lleuger
increment de les alteracions (Figura 41 F).
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50 pm : E 50 um

Figura 41: Efectes de la citarabina 0,01 uM sobre la citomorfologia (100X). A Citarabina 183 48 h; B
Citarabina + Curcumina 183 72 h; C Citarabina Mecl 24 h; D Citarabina + Curcumina Mecl 24 h; E
Citarabina EHEB 48 h; F Citarabina + Curcumina EHEB 48 h.

2.6. Fludarabina

El tractament amb fludarabina 10 uM va tenir un important i significatiu efecte
disruptor de la membrana cel-lular en les 183 (increment de I'afectacié superior
al 10%). En canvi, en les Mecl i les EHEB no va tenir efecte (Figura 42). Val la
pena remarcar que les Mecl estan descrites com a cél-lules resistents a la
fludarabina, a causa d’'una mutacié en TP53. La combinacié amb curcumina va
potenciar significativament I'efecte produit en les Mec1, un efecte que va ser
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additiu (CDI = 0,95). També va potenciar significativament I'efecte produit sobre
les EHEB, també de forma additiva (CDI = 0,98), no aixi el produit sobre les 183,
la linia que s’havia mostrat més susceptible al tractament Unicament amb
fludarabina (Figura 42).
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Figura 42: Efecte de la fludarabina a les 72 hores d’incubaci6é sobre la integritat de la membrana
cel-lular i efecte sinérgic de la curcumina. La curcumina va tenir un efecte potenciador de la fludarabina
significatiu respecte al farmac tot sol en Mecl1 i EHEB. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa a la proliferacié cel-lular, la fludarabina va tenir un efecte bloquejant
potent tant en les I83 com en les Mecl (Figura 43 A i B). En canvi, va tenir un
efecte molt moderat en les EHEB (Figura 43 C). La combinacié amb curcumina
va potenciar significativament el bloqueig en totes tres linies, pero de forma més
notable en les Mec1 (Figura 43 B).
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Figura 43: Efecte de la fludarabina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la proliferacié
cel-lular. La fludarabina va reduir la proliferacié cel-lular en les 183 i les Mecl, i es va veure potenciada
significativament per la curcumina en totes tres linies. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al cicle cel-lular, la fludarabina 10 uM va produir diferents efectes. En
les EHEB va produir una reduccio de la ratio (S + G2M) / GOG1, amb un efecte
molt moderat i no significatiu (Figura 44 C). En les 183 no va tenir efecte a les 24
hores, mentre que a temps d’incubacio superiors no va ser possible 'obtencié de
dades perque la disrupcio del cicle cel-lular va ser total (Figura 44 A). Pel que fa
a les Mecl, la fludarabina no va tenir cap efecte significatiu fins a les 72 hores,
quan va produir un lleuger increment de la ratio (Figura 44 B). En general, la
combinacié amb curcumina no va produir cap efecte, només en les 183 a les 24
hores, amb un lleuger increment de la ratio (Figura 44 A).

Analitzant les fases del cicle cel-lular per separat, sobre les 183 es va observar
gue la fludarabina produia un bloqueig important en la fase S a les 24 hores. A
causa de la disminucié associada del percentatge de cel-lules en fase G2M,
aguest efecte no tenia cap impacte sobre la ratio (S + G2M) / GOG1. La
combinacié amb la curcumina va potenciar encara més l'efecte de la fludarabina
(Taula 9). Pel que fa a les Mec1, I'efecte va ser similar, pero més atenuat i
sostingut fins a les 72 hores del tractament, ja que no es va produir una disrupcio
total del cicle com l'observada en les 183. La combinaci6 amb curcumina va
potenciar I'efecte a les 24 hores, incrementant el bloqueig en fase S (Taula 9).
En les EHEB no es va observar cap efecte destacable, ni amb el tractament
unicament amb fludarabina ni amb la combinacio amb curcumina (Taula 9).
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Figura 44: Efecte de la fludarabina sola i en combinacié amb la curcumina sobre la ratio (S + G2M /
GOGL1. La fludarabina va produir una forta disrupci6 del cicle cel-lular en 183, mentre que en Mec1 va produir
un increment de la ratio a les 72 hores. La combinacié amb la curcumina només va produir un efecte
significatiu en 183 a les 24 hores, produint un increment de la ratio. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Taula 9: Efecte de la fludarabina sola o en combinacié amb curcumina sobre les fases S i G2M.

Fludarabina 183 Mec1l EHEB
S G2M S G2M S G2M
24h +++ -- + - / /
48h Il Il / / / -
72h 1l 1l +++ / / /
+Cur
24h ++ - ++ -- / /
48h Il Il / + / /
72h Il Il / - / /

S’indica si es va produir un increment del percentatge de cél-lules (+) o una disminucié (-), respecte al
control, en el cas de la fludarabina; i respecte a la fludarabina sola, en el cas de la fludarabina combinada
amb curcumina. / P > 0,05; + P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005. En les 183, a les 48 i 72 hores no es
van poder obtenir resultats (//).
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Pel que fa a la citomorfologia, la fludarabina va produir la formacio de vesicules
al citoplasma a les 24 hores en les 183, efecte que va incrementar a temps
d’incubacio superiors i al qual es van sumar altres efectes com la formacio
d’irregularitats en el nucli i la membrana cel-lular i la preséncia de cel-lules
polinucleades. A més, els nuclis presentaven uns nucléols molt marcats, i en
algun cas, un empaquetament molt caracteristic de la cromatina nuclear (Figura
45 A). La combinacié amb la curcumina no va produir cap efecte citomorfologic
evident (Figura 45 B).

En les Mecl, la fludarabina va induir irregularitats en la membrana cel-lular i la
preséncia d'algunes cél-lules amb nuclis aberrants i polinucleats a les 24 hores.
La combinacié amb curcumina va permetre observar la fragmentacio d’alguns
nuclis a les 24 hores (Figura 45 D), efecte que amb el tractament Unicament amb
fludarabina no va ser evident fins a les 48 hores (Figura 45 C). A les 48 hores,
en canvi, amb el tractament amb fludarabina i curcumina s’observaven més
cél-lules amb caracteristiques d’apoptosi que en el tractament Unicament amb
fludarabina. A les 72 hores no es van observar diferéncies entre els dos
tractaments.

Finalment, en les EHEB, la fludarabina va produir una afectacioé important, amb
preséncia d’algunes cél-lules més grans, amb alteracions nuclears i polinucleacié
i amb vacuols citoplasmatics a les 24 hores (Figura 45 E). A partir de les 48
hores es comencgaven a observar cel-lules amb caracteristiques propies de mort
cel-lular. La combinacié amb la curcumina no va produir cap efecte citomorfologic
addicional (Figura 45 F).
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50 pm

Figura 45: Efectes de la fludarabina 10 uM sobre la citomorfologia (100X). A Fludarabina 183 48 h; B
Fludarabina + Curcumina 183 72 h; C Fludarabina Mecl1 48 h; D Fludarabina + Curcumina Mecl 24 h; E
Fludarabina EHEB 24 h; F Fludarabina + Curcumina EHEB 24 h.

Per facilitar la lectura conjunta de tots els resultats obtinguts en aquest apartat,
aquests es mostren de forma resumida a la Figura suplementaria 1, Taula
suplementaria 5, Taula suplementaria 6 i Taula suplementaria 7 de Material
suplementari.
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2.7. Ibrutinib i venetoclax

L’ibrutinib i el venetoclax es van testar en la linia 183 per realitzar un banc de
concentracions per tal de decidir la dosi més adequada per utilitzar en cultius
primaris. Els resultats d’aquest apartat corresponen al banc de proves de
concentracions i I'estudi de la citotoxicitat realitzats sobre la linia cel-lular 183, a
un unic temps d’incubacio i en abséncia de triplicats, de manera que no ha estat
possible calcular la significanca dels resultats.

L’ibrutinib no va mostrar citotoxicitat a concentracions inferiors a 10 uM durant el
periode de temps de I'assaig. En combinacié amb curcumina 5 pM, en canvi, va
produir un potent efecte citotoxic (Figura 46 A). L'efecte va ser clarament
sinérgic, tant per la combinacié amb librutinib 5 yM com 10 yM (CDI = 0,26 0,16
respectivament). Pel que fa a la proliferacié cel-lular, l'ibrutinib va produir un
blogueig relativament important ja a la concentracié 5 pM. La curcumina va
produir un bloqueig molt potent per si sola, i va incrementar encara mes el que
produia librutinib (Figura 46 B).
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Figura 46: Efecte de I'ibrutinib i de la seva combinacié amb curcumina 5 uM sobre la linia 183 a les
72 hores d’incubacié. A Efecte sobre la integritat de la membrana; B Efecte sobre la proliferacié cel-lular.

El venetoclax va comencar a produir un efecte visible a una concentracio 1 pM.
A partir d’aquesta concentracio, I'efecte va incrementar sobtadament, produint
citotoxicitat (Figura 47 A) i un bloqueig quasi total de la proliferacié cel-lular
(Figura 47 B) a la concentracio 5 pM. La combinacio amb curcumina 5 pM va
incrementar sinérgicament la citotoxicitat del venetoclax (Figura 47 A), produint
un CDI de 0,92, de 0,33 i de 0,27 pel venetoclax 1, 5i 7,4 uM respectivament.
Pel que fa a la proliferacié cel-lular, la curcumina va produir un bloqueig
relativament potent, perd en combinacié amb el venetoclax no es va observar un
efecte major que el que produien aquests dos compostos per separat (Figura 47
B).
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Figura 47: Efecte del venetoclax i de la seva combinacié amb curcumina 5 uM sobre la linia I83 a les
24 hores d’incubacid. A Efecte sobre la integritat de la membrana; B Efecte sobre la proliferacio6 cel-lular.
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3. Efectes de la curcumina sobre la produccio de
ROS

Com s’ha explicat préviament a Material i metodes, per a la deteccio de ROS es
van utilitzar diferents agents estimuladors i marcatges amb sondes fluorescents.
Com a estimulador per al control positiu, es va comencar utilitzant el PMA, sense
que generés cap efecte observable sobre la produccié de ROS en les cél-lules
estudiades, de manera que es va descartar del disseny experimental. El TBHP,
un compost prooxidant utilitzat com a control positiu en la produccié d’espécies
reactives de I'oxigen, si que va produir un efecte clar induint la generacié de ROS
en els models estudiats, de manera que es va seleccionar com a control positiu,
a una concentracio final de 200 uM.

Els experiments inicials van comengar amb la utilitzaci6 de DHR. La combinaci6
amb curcumina va evidenciar problemes pel solapament dels espectres
d’emissié de les dues molécules. Per aquest motiu, finalment es va utilitzar el
reactiu CellROX Deep Red per detectar la produccié d’espécies reactives de
I'oxigen en les mostres subjecte d’estudi, atés que el seu espectre d’emissio de
fluorescéncia es troba en el roig llunya (665 nm) i no produeix cap solapament
amb l'espectre d’emissié de la curcumina.

Per comprovar si la curcumina tenia algun efecte sobre el metabolisme de ROS,
es van realitzar diferents proves sobre les tres linies cel-lulars, incubant a
diferents temps i amb diferents concentracions de curcumina. Per tal d’avaluar
I'efecte de les diferents concentracions de curcumina sobre la produccié de ROS,
es va utilitzar la Intensitat Relativa de Fluorescéncia (IRF). L'IRF es va calcular
a partir de les Mitjanes d’Intensitat de Fluorescéncia (MIF) corresponents a
CellROX, tal com s’indica a continuacio:

MIF (Concentracio testada) - MIF (DMSO) y

IRF = MIF (DMSO)

100

A causa que I'emissié de fluorescencia no va presentar una distribucio normal en
tots els casos, en aquest apartat, les MIF corresponen a medianes en comptes
de mitjanes.

La curcumina va incrementar lleugerament la produccio de ROS de forma dosi-
dependent (Figura 48 i Taula 10). A la dosi 10 uM de curcumina s’observava un
pic de cel-lules amb menor produccio de ROS (Figura 48), que correspondria a
cel-lules que han iniciat una reduccié del metabolisme a causa d’un inici de
citotoxicitat (Figura 49). El major efecte en la produccié de ROS es va observar
a les 24 hores, temps al qual corresponen els resultats exposats. A temps més
curts no es va observar efecte, mentre que a temps majors, I'efecte disminuia.
El major increment en la produccié de ROS generat per la curcumina es va
produir en les 183, mentre que les EHEB van ser la linia que va presentar una
menor resposta.
139



% de cél'lules (sobre el maxim)

Figura 48: Efecte de la curcumina (0, 1, 5 i 10 uM) sobre la produccié de ROS a les 24 hores
d’incubacié en 183, Mecl i EHEB. El desplacament cap a la dreta de les corbes d’intensitat de
fluorescencia a dosis creixents indica que la curcumina va produir un increment en els nivells de ROS de
les cél-lules.
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Taula 10: Efecte de la curcumina sobre ROS.

Curcumina 5 uM
Curcumina 10 pM

183 (24h) Mecl (24h) EHEB (24h)
MIF IRF MIF IRF MIF IRF
DMSO |286+137,88 0 8155 + 5523,43 0 5815 + 4705,77 0
CurluM [319+152,71 11,54 8993+527509| 10,28  [5289+4223,93|  -9,05
Cur5uM |378+186,81 32,17 9692 +6207,65| 18,85 |6466+5249,15| 11,20
Cur 10 uM | 714 +391,41 149,65 9904 +9638,38| 21,45 |[7309+6017,13| 25,69
TBHP 86+20,76 -60,84 6835+7900,78| -16,19 |[8034+6993,42| 38,16

La curcumina va augmentar la produccio de ROS de forma dependent de dosi. La reduccié de ROS produida
per TBHP en 183 i Mec1 va ser causada per la disminucié del metabolisme, a causa de /’entrada en apoptosi
que va produir aquest compost a les 24 h. En aquest apartat, les MIF corresponen a medianes.
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Figura 49: Relaci6 entre la reduccio de la produccié de ROS induida per la curcumina 10 pM i la
pérdua d’integritat de membrana i mida cel-lular. R1, totalitat de les cél-lules; R2, cél-lules amb la
integritat de la membrana conservada; R3, cél-lules amb perdua de volum i integritat de la membrana
cel-lular. En aquest grafic es pot observar com I'aparicié del segon pic de cel-lules més a I'esquerra, amb
una produccié de ROS reduida, que s’observava amb el tractament amb curcumina 10 puM, esta relacionat
amb una pérdua de la integritat de la membrana de les mateixes (R3), que es pot associar a un efecte
citotoxic de la curcumina. Les imatges corresponen a la linia 183, que va presentar la major susceptibilitat a
aguest efecte entre els models cel-lulars estudiats..

En aquest apartat també es va avaluar 'efecte de la curcumina en combinacio
amb el TBHP. La curcumina va tenir un efecte antioxidant i protector contra
I'oxidacio produida per aquest compost. El TBHP va produir una potent oxidacio
als 30 minuts, que es va veure lleugerament atenuada amb la combinacié amb
curcumina. A temps d’incubacié més llargs, I'oxidacié generada pel TBHP
produia mort cel-lular de forma generalitzada, pero la combinaci6 amb la
curcumina permetia la supervivéncia d’una petita fraccié de cél-lules (Figura 50,
R:11). La concentracio de curcumina que exercia un efecte protector més potent
va variar en funcio de la linia cel-lular. En les 183, la dosi menor, 1 uM, va ser la
que produia un efecte protector més notable, que s’anava perdent a dosis
creixents, mentre que en les Mec1 I'efecte protector augmentava a dosis majors.
En les EHEB, la linia que va mostrar menys susceptibilitat a la citotoxicitat
produida pel TBHP, només la concentracié de curcumina més baixa, 1 uM, va
exercir un lleuger efecte protector (Figura 50).
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Figura 50: Efecte protector de la curcumina enfront de la citotoxicitat produida per TBHP. La
curcumina va reduir la citotoxicitat produida per TBHP en models cel-lulars de LLC, com mostren els
percentatges de cel-lules negatives per Pl (R11).

142



4. Extrusio de farmacs

Les primeres analisis d’extrusié de farmacs, realitzades amb diferents compostos
com a substrat i 11 com a inhibidor, van mostrar que les 183 i les Mecl tenien
capacitat d’extrusio. Totes dues linies extrudien la Doxorubicina (Doxo). En
canvi, cap de les dues extrudia el Hoechst 33342 (Ho342). Pel que fa a la
Rodamina 123 (Rho123), era extrudida per les Mecl, perd no per les 183. En
canvi, la Mitoxantrona (MTX) era extrudida per les 183, pero no per les Mecl
(Taula 11 A i Figura 51). L'unica diferéncia que es va observar entre les 183 i la
subpoblacié diploide d’aquestes, va ser que les cél-lules diploides no extrudien
MTX (Taula 11 A i Figura 51).

Posteriorment, es va analitzar I'efecte que podia produir la curcumina sobre
I'extrusio de farmacs de les cél-lules. Per a aix0, es va substituir I'inhibidor |11 per
curcumina a una concentracio de 5 UM, i es va realitzar el mateix assaig utilitzant
MTX com a substrat. Es va seleccionar aquest substrat perqué és I'inic que no
presenta un solapament del seu espectre d’emissié amb el de la curcumina, i per
tant, no presenta cap problema a I'hora de realitzar una analisi per citometria de
flux. En aquest cas, es va analitzar també I'efecte sobre la linia EHEB. Es va
observar que la curcumina produia una reduccio de I'extrusido de MTX en totes
tres linies cel-lulars (Taula 11 B).

Taula 11: Extrusié de substrats fluorescents en els models cel-lulars de LLC. A Efecte inhibidor de 11
sobre l'extrusié de Rho123, Ho342, Doxo i MTX. B Efecte inhibidor de la curcumina sobre I'extrusié de MTX.

- + +

I83P -
183 - - + -
Mecl + - + -

B
MTX T T T

S’indica si la combinacié amb I'inhibidor en qiiestio va generar un augment de la fluorescencia (+), mostrant
per tant que les cél-lules tenien capacitat d’extrusio (+) o no (-) dels substrats estudiats.
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Figura 51: Extrusio i retenci6 de diferents compostos per part de les linies 183, 183 diploide i Mec1.
L’increment de la intensitat de fluorescencia produit amb I'Gs de l'inhibidor 11 respecte a quan s’utilitza el
farmac sol és indicatiu d’'una major retencié del farmac, i en conseqiiencia, demostra la capacitat d’extrusio
d’aquest per part de les cel-lules i la capacitat d’inhibicié dels transportadors implicats per part de I'l1. La
linia 183 va mostrar capacitat d’extrusié de MTX i Doxo, a diferencia de la linia 183 diploide, que només va
mostrar capacitat d’extrusio de Doxo. La linia Mec1 va mostrar capacitat d’extrusio de Doxo i Rho123.

Havent confirmat que les tres linies tenien capacitat diferencial d’extrusio de
farmacs i que la curcumina podia modular aquesta extrusid, es va procedir a
mesurar la interaccio de la curcumina, diferents farmacs i de la seva combinacio
amb curcumina sobre aquest potencial mecanisme de resistéencia a la
quimioterapia. Per avaluar l'efecte es va calcular la IRF amb la formula
previament descrita:

MIF (Compost testat) - MIF (Control negatiu) y

MIF (Control negatiu) 100

IRF =

Per mesurar I'efecte de la curcumina i els farmacs sobre I'extrusio de MTX, es
van utilitzar les linies cel-lulars 183, Mecl i EHEB. Tal com s’ha comentat
préviament, en totes tres linies hi havia extrusié de MTX, que era inhibida per la
curcumina (Figura 52). La linia que presentava una major inhibicié de I'extrusio
per part de la curcumina va ser 183 (IRF = 99,75%), seguida de Mecl (IRF =
78,87%) i EHEB (IRF = 49,13%) (Taula 12).
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Posteriorment, es va avaluar l'efecte que podien tenir diferents farmacs
antileucémics (fludarabina, citarabina, ibrutinib i venetoclax) inhibint I'extrusio de
MTX. Els diferents farmacs estudiats van incrementar la intensitat de
fluorescéncia de la MTX en les cél-lules testades (Figura 52). L'ibrutinib va tenir
I'efecte més alt (IRF = 262% en les 183, 130% en les Mecl i 91,13% en les
EHEB). La fludarabina, la citarabina i el venetoclax van tenir un efecte més reduit,
amb una IRF al voltant de 20% en les 183, al voltant de 35% en les Mecl, i al
voltant de 12% en les EHEB, per tots tres farmacs (Taula 12).

La combinacio dels farmacs amb la curcumina va incrementar les intensitats de
fluorescéncia de la MTX, sobretot en els farmacs que tenien un menor efecte per
si sols (Figura 53). Aixi, per fludarabina, citarabina, ibrutinib i venetoclax, les IRF
en afegir la curcumina, i calculades amb les MIF del farmac sol i en combinacio
amb la curcumina, van ser respectivament 62%, 70%, 12% i 60% en les 183;
21%, 27%, -7% i 16% en les Mecl; i 28%, 31%, -4 i 24% en les EHEB (Taula
13).

Taula 12: IRF produida per la curcumina i diferents farmacs.

183P (MIF) [IRE (%)[Mec1 (MIF) [IRF (%) |EHEB (MIF)|IRF (%)
MTX 6440 13132 21210
MTX + Cur 5 uM 12864 99,75 23489| 78,87 31631| 49,13
MTX 11832 21903 29780
MTX + Fluda 10 pM 14362| 21,38 28824| 31,60 34259 15,04
MTX 12106 20746 30062
MTX + Cit 0,01 uM 14193| 17,24 28516| 37,45 32870 9,34
MTX 10462 24446 29204
MTX + Ibru 10 pM 37872| 262,00 56363| 130,56 55817| 91,13
MTX 12729 22474 30570
MTX + Veneto 10 nM 15824| 24,31 30749| 36,82 34317| 12,26

Taula 13: IRF produida per la curcumina en combinaci6 amb els diferents farmacs testats
préviament.

183P (MIF) [IRF (%) [Mec1 (MIF) [IRF (%)|EHEB (MIF)|IRF (%)
MTX+  Fluda 10uM 14362 28824 34259
MTX+ Fluda10pM+ Cur5uM| 23215 61,64 34860 20,94 43834| 27,95
MTX+ Cit 0,01uM 14193 28516 32870
MTX+ Cit0,01puM+ Cur5uM|  24083| 69,68 36176| 26,86 43025| 30,89
MT X+ Ibru 10pM 37872 56363 55817
MTX+  lbrulOpM+ Cur5puM| 42252 11,57 52492 -6,87 53762| -3,68
MTX+ Veneto 10nM 15824 30749 34317
MTX+ Veneto 10nM+ Cur5uM|  25293| 59,84 35721| 16,17 42471 23,76

En aquest cas, la IRF es va calcular amb les MIF del farmac sol com a control negatiu i la seva combinacio
amb curcumina com a compost testat, seguint la formula préviament descrita.
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Curcumina 5uM
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Figura 52: Efecte inhibidor de la curcumina i de diferents farmacs antileucémics sobre I’extrusio de
MTX. Tots els compostos testats van mostrar un efecte inhibidor de I'extrusié de MTX en les tres linies
cel-lulars. L’ibrutinib i la curcumina van presentar el major efecte inhibidor.
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Figura 53: Efecte potenciador de la curcumina de la inhibici6 produida per diferents farmacs
antileucémics sobre l'extrusié de MTX. La combinaci6 amb curcumina va incrementar la inhibicié de
I’extrusié de MTX produida per la fludarabina, la citarabina i el venetoclax.
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5. La curcumina té un efecte modulador sobre
I’activitat fosfatasa alcalina en les linies cel-lulars
estudiades de LLC

Per determinar l'activitat de I'enzim fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase,
ALP) de les diferents linies cel-lulars i I'efecte que la curcumina podia tenir sobre
lactivitat d’aquest enzim, es va utilitzar el reactiu APLS, un substrat
profluorogéenic de 'ALP. L’APLS només es troba disponible comercialment amb
excitacio amb laser blau. Per evitar resultats artefactuals, s’ha tingut en compte
que existeix cert grau de solapament entre les emissions de la curcumina i 'APLS
quan sbén excitades amb aquest laser. Les concentracions d’incubacié amb
curcumina utilitzades van mostrar un impacte reduit sobre la intensitat de
fluorescéncia en el mateix canal, de manera que va ser possible avaluar el seu
efecte sobre I'activitat de I'enzim.

Per cada concentraci6 de curcumina estudiada es va realitzar una analisi
utilitzant una aliqguota marcada amb APLS i una altra sense marcar, per tal
d’establir un blanc de referéncia. Comparant la MIF de la mostra marcada amb
APLS amb la de la mateixa mostra sense afegir APLS, es va obtenir la IRF.
D’aquesta manera, la fluorescéncia produida per 'APLS es va valorar tenint en
compte la fluorescencia basal que produia la curcumina. La IRF es va calcular
amb la férmula ja utilitzada previament per valorar la produccié de ROS i
I'extrusio de farmacs:

MIF (Curcumina x uM + APLS) - MIF (Curcumina x uM)
MIF (Curcumina x uM)

IRF =

A partir de les IRF obtingudes per cada concentracié de curcumina, es va calcular
lincrement de IRF respecte al control negatiu, dividint la IRF de cada
concentracio de curcumina entre la IRF de la mostra tractada amb curcumina O
uM (DMSO). Els valors superiors a 1 indiquen un increment en la intensitat de
fluorescéncia respecte al control, mentre que els valors inferiors a 1 indiquen una
disminucio.

L’us de la curcumina no va produir un efecte clar en l'activitat fosfatasa alcalina
fins a concentracions prou elevades en 183 i Mecl. A aquestes concentracions,
gue van ser 10 uM per les 183 i 5 uM per les Mecl, la curcumina va produir una
disminucio de l'activitat (Figura 54, Taula 14). A 5 uM, la curcumina també va
produir una disminucio de l'activitat en les 183, pero molt lleu. Els efectes de la
concentracio 10 pM en les Mecl1 no es mostren a la figura perque van generar
una gran disrupcio, que va impossibilitar 'obtencié d’un resultat. A la dosi 1 pM,
la curcumina va augmentar lleugerament I'activitat de la fosfatasa alcalina
respecte al control negatiu en Mec1.
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Les EHEB van seguir una resposta totalment diferent. Només es va observar una
lleu disminucié de la fluorescéncia a la concentracié6 més baixa de curcumina
testada, 1 uM. A dosis més elevades de curcumina, es va observar un increment
de la fluorescéncia (Figura 54, Taula 14).

Els resultats exposats corresponen a les 72 hores d’incubacié amb curcumina,
moment en qué I'efecte era més evident, tot i que ja es podia detectar a les 24
hores.
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Figura 54: Efecte de la curcumina sobre I’activitat fosfatasa alcalina. La curcumina va modular /'activitat
de la fosfatasa alcalina en el models cel-lulars de LLC testats, amb variacions importants segons la dosi i la
linia cel-lular. Els pics de I'esquerra de cada grafic corresponen a les intensitats de fluorescencia dels
blancs, és a dir, a l'aliquota sense APLS, mentre que els de la dreta corresponen a les mateixes dosis de
curcumina marcant amb APLS. La curcumina va produir certa fluorescéncia, com s’extreu de l'increment de
les intensitats de fluorescencia dels blancs a dosis creixents de curcumina. La curcumina 10 i 5 pM van
disminuir I'activitat fosfatasa alcalina en 183 i Mec1 respectivament, com s’extreu del desplagament dels
pics marcats amb APLS cap a I'esquerra respecte al control.

Taula 14: Efecte de la curcumina sobre I’activitat fosfatasa alcalina.

183 (MIF) _[IRF__[AIRF_[Mect (MIF)[IRF__ [AIRF_JEHEB (MIF) [IRF__[AIRF

Curd APLS 62506 67933 32430

Blanc 97|643,39] 1,00 189|358,43| 1,00 108/ 299,28| 1,00
Curl APLS 62909 75112 24295

Blanc 97|647,55| 1,01 172| 435,70 29| 84| 283,23| 0,96
Curs  APLS 61786 50816 42416

Blanc 106/ 581,89] 0,90 366/ 137,84 0,38 85| 498,01
Curl0 APLS 38345 - - | 58400

Blanc 127/300,93| 047)- - 106 549,94

Per cada linia cel-lular, es presenten tres columnes de valors
per cada tractament, marcant amb APLS o sense marcatge

. Mitjana d’intensitat de fluorescéncia (MIF)
. Intensitat relativa de fluorescéncia (IRF),

que s’obté de dividir la diferencia de la MIF d’un tractament amb marcatge i sense amb la MIF del mateix
tractament sense realitzar marcatge. Increment de la IRF, que s’obté de dividir la IRF de cada tractament
amb la IRF del control, és a dir, de les cel-lules tractades amb curcumina O pM. Els increments de IRF
majors de 1, marcats amb blau fosc, indiquen un increment de la intensitat de fluorescencia respecte al
control, mentre que els menors a 1, marcats amb blau clar, indiquen una disminucio.
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6. Efecte de la curcumina sobre I’activitat caspasa

Per a l'estudi de l'activitat de les caspases en la LLC i el potencial efecte
modulador de la curcumina sobre aquesta, es va posar a punt una técnica
utilitzant una sonda profluorogénica compatible amb l'espectre d’emissié de
fluorescéncia de la curcumina. Amb aquest fi es van realitzar multiples proves,
per determinar, entre d’altres factors, el moment optim per a realitzar I'analisi, el
temps d’incubacié optim del marcatge, i I'activitat caspasa basal de diverses
mostres de LLC.

La majoria de proves es van realitzar sobre cel-lules obtingudes de mostres de
sang periférica de pacients de LLC, ja que els models cel-lulars presentaven una
distribucié molt uniforme de les cél-lules en funci6 de la seva activitat caspasa.
Es va comencar realitzant assaigs directament sobre mostres de sang de
pacients de LLC, a diferents temps de la seva extraccio, sense lisi dels eritrocits.
Les mostres presentaven una activitat caspasa molt reduida a temps propers al
moment d’extraccio de la mostra (Figura 55 A), que anava augmentant amb el
temps (Figura 55 B). Passats diversos dies de I'extraccid, la intensitat de les
caspases disminuia, i resultava més evident la discriminacio per Pl (Figura 55
Q).

Els resultats obtinguts indicaven que les mostres tindrien un punt optim per a la
realitzacié de 'analisi, que se situaria al voltant de les 24 hores a partir de l'inici
de l'estimul aplicat. Els temps inferiors a 12 hores van mostrar una resposta
menor en general, i en alguns casos, nul-la. A temps de 48 hores o superiors, la
resposta de les caspases havia disminuit, i en alguns casos semblava totalment
esgotada.

Posteriorment, per tal de poder analitzar I'efecte de la curcumina i diversos
farmacs, es van establir les cél-lules en cultiu primari i se€’ls van aplicar diversos
tractaments durant diferents temps d’incubaci6. A causa de I'heterogeneitat de
les mostres i que moltes de les analisis realitzades van ser proves preliminars o
van anar dirigides a determinar els parametres per la posada a punt de la tecnica,
els resultats finals adequats per avaluar I'efecte de la curcumina sobre les
caspases van ser limitats, diversos i poc concloents. En total es van realitzar 10
analisis, utilitzant 5 mostres de sang de pacients de LLC diferents.

Per a l'inici de la incubaci6 amb la curcumina o els farmacs en cel-lules
establertes en cultiu primari, és important tenir en compte el temps transcorregut
des de 'establiment del cultiu. Passat poc temps de la manipulacié de la sembra,
les cel-lules presentaven una activitat caspasa basal lleugerament augmentada,
mentre que a temps gaire llargs, el cultiu envellia, hi havia menys cel-lules vives,
i les que quedaven presentaven una menor activacié de les caspases en
resposta a estimuls. El temps optim per a I'inici de la incubacié amb la curcumina
es va establir a les 24 hores després de la sembra de les cel-lules.
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Figura 55: Efecte de I’envelliment de les mostres sobre I’activitat caspasa. Les cél-lules obtingudes de
sang periférica de pacients amb LLC presentaven nivells d’activitat de les caspases molt reduits durant les
primeres hores després de l'extraccio (A). Al voltant de les 24 hores, s’'observava un important augment de
I'activitat de les caspases, que no anava lligat a un augment de la positivitat per Pl (B). A partir de les 24
hores de l'extraccio, les mostres presentaven un envelliment progressiu, amb una disminucié de l'activitat
de les caspases i un augment de la positivitat per Pl (C). A, mostra del mateix dia (temps < 24h); B, 24 hores
de l'extraccio; C, 10 dies de I'extraccio.

Els nivells de resposta i el moment en qué es produia el pic van variar entre
mostres. El nombre de proves realitzades per establir aquests parametres va ser
limitat, i per a estudis posteriors caldria realitzar més analisis per tal de confirmar-
los i ajustar amb més precisid, si fos necessari, els temps de la tecnica. Tot i que
en la majoria de les proves, les caspases no van augmentar en resposta a
estimuls (Figura 56 A i B), el que indicaria una reduccié de la sensibilitat a
I'apoptosi per part de les cél-lules, en un cas si que es va observar un increment
clar dels nivells de caspases activades en resposta a I'exposicio a la curcumina
10 uM (Figura 56 C).

151



100

Cur 10 uM
Campt 0,1 pM
Fluda 1 uM

25

% de cél-lules (sobre el maxim)
El

Intensitat de fluorescéncia TF5-VAD-FMK

Figura 56: Nivells de caspases activades de diferents cultius primaris de LLC. El pic principal de
I'esquerra correspon a ceél-lules amb nivells baixos de caspases, mentre que el pic menor correspon a
cel-lules amb nivells incrementats. La manca d’increment del pic menor en A i B en resposta a I'exposicié a
curcumina 10 pM, camptotecina 0,1 pM i fludarabina 1 uM, indica que les cél-lules d’aquest cultiu no activen
les caspases en resposta a estimuls proapoptotics. L’increment del pic en C demostra que la curcumina
tindria la capacitat d’induir aquesta activacio en certes mostres.
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7. Analisi de l'efecte sinérgic de la curcumina i
farmacs en cultius primaris de LLC

Per tal de determinar el potencial efecte sinergic de la curcumina en combinacio
amb diversos farmacs utilitzats en la terapia de la LLC, es van realitzar diverses
incubacions sobre cultius primaris establerts a partir de mostres de sang
periférica anticoagulada amb EDTA.

Les mostres de sang periférica es van obtenir de diversos pacients amb LLC. Es
van recollir diferents dades d’aquests pacients, que poguessin tenir rellevancia
clinica: edat, sexe, factors de risc, tractaments rebuts i historia clinica. D’alguns
pacients se’n va estudiar més d’'una mostra, ja que es van rebre extraccions de
sang realitzades en diferents moments en el temps. D’altra banda, de cada
mostra de la qual es van establir cultius primaris, se’'n va realitzar almenys 1
experiment, que va constar de 5 analisis: to, control (tractament amb DMSO),
tractament amb curcumina 5 pM, tractament amb farmac i tractament amb
farmac combinat amb curcumina 5 puM. D’algunes mostres se’n va realitzar més
d’'un experiment, a causa que es va estudiar més d’un farmac, es van analitzar
diferents concentracions de farmac (en el cas de la fludarabina) o es va analitzar
el mateix cultiu primari a diferents temps d’incubacio.

D’altra banda, per a cada analisi realitzada es va obtenir informacio6 de diferents
parametres, tres dels quals es van utilitzar per avaluar 'estat de la mostra i els
efectes dels tractaments. En primer lloc, el percentatge de cel-lules negatives per
Pl, que representa les cél-lules amb membrana cel-lular intacta i dona una idea
de la viabilitat.

En segon lloc, dins de la fraccié Pl negativa, es van estudiar les cél-lules positives
per CD19 i CD5. La coexpressio d’aquests dos marcadors permet identificar la
fraccié leucemica, és a dir, el percentatge de cél-lules de LLC.

Finalment, dins de la fraccio leucémica, es van estudiar les cel-lules amb més
marcatge per APLS. Com que 'APLS permet estudiar cél-lules més immadures
I primitives, aquesta fraccio serveix per identificar cél-lules amb caracteristiques
propies de cel-lules mare leucémiques.

La Figura 57 mostra 'exemple d’'un experiment i de I'estratégia d’analisi seguida,

a partir de la qual s’obtenen els valors numeérics dels diferents parametres
estudiats.
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Figura 57: Estrategia d’analisi de les mostres i els cultius primaris. Cada experiment consta de 5
analisis, que corresponen a les columnes de la figura: temps zero, analitzat directament sobre la mostra de
sang periférica; i control i tractaments amb curcumina, farmac i farmac combinat amb curcumina, analitzat
sobre cél-lules dels cultius primaris passat el temps d’incubacié amb els diferents tractaments. Per a cada
analisi s'obtenen els tres parametres indicats a les files de la figura: viabilitat, cél-lules positives per CD19 i
CD5 i activitat ALP.

7.1. Caracteristiques dels pacients

En total es van analitzar 52 mostres de sang periferica, obtingudes de 46
pacients de LLC. D’aquestes dades, no totes s’han utilitzat en la present Tesi,
nomeés s’han avaluat aquelles amb qué s’han establert cultius primaris. Tot i aixo,
les dades obtingudes de totes les mostres analitzades poden ser Utils en un futur
per establir una associacio entre els nivells de fosfatasa alcalina i la progressio
de la malaltia, com a part d’un estudi prospectiu més extens.

De les 52 mostres de pacients amb LLC, es va realitzar cultiu primari de 29
mostres, corresponents a 25 pacients diferents. D’'un pacient se’'n va obtenir i
analitzar mostra de sang periferica en dos seguiments, mentre que d’un altre,
se’n va obtenir i analitzar en quatre seguiments diferents. Les edats dels pacients
van estar compreses entre 53 i 88 anys, amb una mitjana d’edat de 72 anys i una
mediana de 72 anys, en un rang de 53 a 88 anys. Es van analitzar 8 mostres de
pacients de sexe femeni i 21 mostres provinents de 17 pacients diferents de sexe
masculi. Com a apunt a aquesta desviacio, val la pena remarcar que la LLC és
més frequient en homes que en dones.

Separat per sexes, I'edat mitjana dels homes va ser de 71 anys, i la de les dones,

74 anys. L'edat mediana dels homes va ser de 71 anys, i la de les dones, 77
anys.
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També es van analitzar 4 mostres control, obtingudes de pacients amb altres
trastorns pero sense afectacio en els recomptes hematologics, corresponents a
dos pacients de sexe masculi i dos de sexe femeni. Les edats van estar
compreses entre 23 i 80 anys.

A continuacid es mostra una taula amb les dades cliniques dels diferents

pacients dels quals se’'n van establir cultius primaris (Taula 15). D’alguns
pacients no se’n van poder obtenir totes les dades.
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Taula 15: Dades dels pacients de LLC estudiats.
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7.2. Factors derisc

Ja que hi ha mutacions i marcadors associats a un pitjor pronostic i una menor
resposta als tractaments, es va realitzar una analisi de la resposta de les mostres
estudiades en funcio dels factors de risc que presentessin els pacients.

De les 29 mostres estudiades, 12 corresponien a pacients amb factors de risc
adversos (obtingudes de 9 pacients diferents) i 17 eren de pacients sense factors
de risc advers coneguts (obtingudes de 16 pacients diferents). Entre els factors
de risc advers observats, per ordre de frequéencia, hi havia 7 mostres amb delecio
119 (obtingudes de 4 pacients diferents), 6 mostres positives per ZAP-70
(obtingudes de 3 pacients diferents), 3 mostres amb trisomia 12 i 2 mostres amb
delecié 17p. També hi havia 13 mostres amb delecié 13q, 5 de les quals la
presentaven aillada, tot i que aquesta alteracio s’associa a un millor pronostic si
no es presenta acompanyada d’altres alteracions i per tant no es considera un
factor de risc advers (Taula 15).

A partir de I'analisi dels controls, es va observar que les mostres amb algun factor
de risc advers tenien, de mitjana, percentatges lleugerament més baixos de
cel-lules leucémiques que les que no tenien cap factor de risc advers (47,4% vs.
66,6%). Pel que fa al percentatge de cel-lules leucemiques amb nivells elevats
d’ALP, va ser lleugerament major en les mostres que presentaven algun factor
de risc advers (92,3% vs. 81,8%).

Per tal de poder comparar entre subgrups l'efecte produit pels diferents
tractaments, es va calcular el parametre Resposta amb la formula que s’indica a
continuacio:

Valor (a) - Valor (b)
Valor (a)

Resposta = 100

Per calcular la Resposta al farmac, es va establir el valor del Control per a i el
del Tractament amb farmac per b. El mateix es va fer per determinar la Resposta
a la curcumina, establint el valor b pel Tractament amb curcumina. Per
determinar la Resposta de la combinacié de la curcumina amb el farmac, es va
establir el valor del Tractament amb farmac per a i el valor de la Combinacio del
farmac amb la curcumina per b.

La resposta a farmacs de la fraccio leucemica va ser lleugerament major en les
mostres de pacients amb factors de risc advers que en les d’aquells pacients que
no en presentaven (20,6% vs. 8,4%). També va ser major I'efecte d’afegir
curcumina (19,3% vs. -0,7%), tot i que aquesta tenia un menor efecte tota sola
en aquests pacients (7% vs. 16,3%).
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Pel que fa a l'activitat ALP, I'efecte produit pels farmacs va ser semblant entre
les mostres amb factors de risc advers o sense (40,9% vs. 36,8%), pero en canvi,
la curcumina va tenir un efecte major sobre les mostres amb factors de risc
advers, tant en combinacié amb els farmacs (40,3% vs. 21,3%) com sola (4,2%
vs. -13,6%).

Com s’ha comentat préviament, la LLC és una malaltia que presenta una gran
heterogeneitat en les mutacions. Hi ha moltes mutacions diferents que poden
existir en els pacients, pero alhora, la frequiéncia de cadascuna d’aquestes sol
ser baixa. Aquest fet es compleix en I'estudi realitzat en aquesta Tesi, de manera
gue la majoria de mutacions es troben en un nombre massa baix de pacients
com per extreure conclusions amb un minim de solidesa estadistica. A causa del
baix nombre de mostres obtingut per cada alteracid, només s’ha valorat la delecio
11q, que va ser la que presentava un major nombre de pacients.

Delecio 11q

S’han analitzat 7 mostres amb delecioé 11q i 22 mostres sense aquesta delecio.
De les 7 mostres amb la delecio, 4 pertanyien a un mateix pacient. Les mostres
amb aquesta delecié tenien una fraccié leucemica menor que les que no la
presentaven (mitjanes de 32,4% vs. 65,6%). Pel que fa al percentatge d’aquestes
cel-lules positiu per ALP, va ser una mica major en les mostres amb la delecié
(93,4% vs. 84%).

La resposta a farmacs de la fraccio de cél-lules leucémiques va ser major en les
mostres amb del(11q) (30,3% vs. 9%). També va ser major I'efecte d’afegir
curcumina al tractament amb farmac (44,2% vs. -1,8%), tot i que, curiosament,
aguesta tenia un efecte menor tota sola (1,6% vs. 15,4%).

Pel que fa als efectes sobre les cel-lules leucémiques positives per ALP, la
resposta a farmacs va ser una mica menor en les mostres amb la delecio (31,6%
vs. 39,9%), tot i que la diferencia va ser petita. En canvi, la combinacié amb la
curcumina va tenir un efecte major en les mostres amb del(11q) (53,4% vs.
22,6%), aixi com la curcumina per si sola (7,5 vs. -10,2%).

De les mostres amb del(11q), 2 havien estat tractades amb fludarabina i 5 amb

ibrutinib. D’aquestes 5, quatre corresponen al mateix pacient en diferents punts
del seguiment.
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7.3. Estudi de I'efecte sinergic de la curcumina sobre diferents
farmacs antileucemics

7.3.1. Fludarabina

Es van tractar 17 cultius primaris amb fludarabina, corresponents a mostres
obtingudes de 16 pacients diferents. En total es van realitzar 23 experiments, ja
que 3 mostres es van tractar amb fludarabina 1 UM (a més de la fludarabina 10
UM amb que es van tractar totes les mostres) i 3 mostres es van analitzar dues
vegades, a dos temps d’incubacio diferents. L’analisi dels controls va mostrar
gue aquests cultius tenien percentatges elevats de cél-lules leucémiques (valor
mitja de 76%, rang 31 - 97%), i nivells també relativament elevats de cel-lules
leucémiques positives per ALP (valor mitja de 82%, rang 22 - 99%).

La combinacio de la fludarabina amb curcumina 5 pM no va tenir un efecte
significatiu a I'hora de reduir la fraccié leucémica, ni combinada amb la dosi 10
UM ni amb la 1 uM de fludarabina. Tampoc van tenir un efecte significatiu la
curcumina 5 uM ni la fludarabina 1 uM per separat, pero si la fludarabina 10 uM
(Figura 58).

En general, la fludarabina i la curcumina van tenir un efecte molt poc selectiu
sobre les cél-lules leucémiques. Tot i que en van disminuir el nombre en valors
absoluts, ja que van reduir el percentatge de cel-lules negatives per Pl (grafic no
mostrat), no en van afectar el percentatge, ja que I'afectacio sobre la viabilitat va
afectar també les cel-lules no leucemiques de la mostra.
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Figura 58: Efecte de la fludarabina, solai en combinacié amb lacurcumina, sobre les cél-lules CD19+
CD5+. La fludarabina 10 uM va produir una reduccid lleu pero significativa del percentatge de cél-lules
leucémiques. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa al percentatge de cel-lules leucémiques positives per ALP, la
combinaci6 de la fludarabina 10 puM amb la curcumina el va reduir
significativament respecte a la fludarabina sola (disminucié del valor mitja de
42,57 a 35,79%) (Figura 59 A). La combinacio de la fludarabina 1 pM amb
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curcumina, en canvi, no va tenir un efecte significatiu, tot i que cal tenir en compte
gue el nombre de mostres era molt reduit (Figura 59 B). La fludarabina 10 pM ja
produia una reduccié important i significativa del percentatge de cél-lules
leucemiques APLS+ respecte al control (disminucioé del valor mitja de 82,12 a
42,57%), pero no aixi la curcumina per si sola (Figura 59 A).
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Figura 59: Efecte de lafludarabina, solai en combinacié amb lacurcumina, sobre les cel-lules CD19+
CD5+ APLS+. La fludarabina 10 uM va produir una reduccid significativa del percentatge de cél-lules
leucémiques APLS+. La combinacié amb curcumina va potenciar significativament aquesta reduccid. * P <
0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

7.3.2. Ibrutinib

Es van tractar 8 cultius primaris amb ibrutinib 10 uM, corresponents a mostres
obtingudes de 5 pacients diferents. L’analisi dels controls va mostrar que aquests
cultius tenien percentatges relativament baixos de cél-lules leucemiques (valor
mitja de 21%, rang 1 - 32%), a causa que l'ibrutinib sol ser un farmac de segona
linia i els pacients ja havien estat tractats préviament. En canvi, els percentatges
de cel-lules leucemiques APLS+ va ser molt elevat (valor mitja de 96%, rang 93
- 99%).

La combinacio de I'ibrutinib amb la curcumina no va tenir un efecte significatiu a
I'hora de reduir la fraccio leucémica, respecte al farmac tot sol (reduccio del 6,7%
al 5,3% de mitjana). En canvi, la curcumina i l'ibrutinib per separat si que van
tenir un efecte significatiu, comparats amb el control negatiu, reduint el
percentatge de cel-lules leucemiques de 21,33% a 14,22 i 6,72% respectivament
(Figura 60).
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Figura 60: Efecte de I’ibrutnib, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre les cél-lules CD19+
CD5+. Tant la curcumina 5 uM com l'ibrutinib 10 uM van produir una reduccio significativa del percentatge
de cel-lules leucémiques per separat. La combinacié de l'ibrutinib amb la curcumina no va potenciar
significativament I'efecte del farmac. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.

Pel que fa a I'efecte sobre la fraccio leucémica positiva per ALP, la combinacio
de librutinib amb la curcumina va tenir un efecte potent i significatiu a I’hora de
reduir-ne el percentatge, en comparacié amb [l'ibrutinib tot sol (reducci6 del valor
mitja de 62,93 a 19,23%). La curcumina i l'ibrutinib per separat també van tenir
un efecte significatiu respecte al control, reduint el percentatge de cél-lules
leucemiques de 96,34% a 83,65 i 62,93% respectivament (Figura 61).
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Figura 61: Efecte de l'ibrutinib, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre les cél-lules CD19+
CD5+ APLS+. L’ibrutinib 10 uM i la curcumina 5 pM van produir una reduccio significativa del percentatge
de cel-lules leucemiques APLS+. La combinacié de l'ibrutinib amb la curcumina va produir una potenciacio
significativa. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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L’ibrutinib va mostrar un efecte considerable en general. La combinacié amb la
curcumina va potenciar l'efecte en tots els casos, en alguns, de forma
considerable, encara que aquest efecte no sempre fos significatiu.

En la mostra CLL33, la combinacié amb curcumina va generar un augment del
percentatge de cél-lules leucemiques (Figura 62 A). La causa és que aquesta
combinacié va produir molta mort cel-lular i es va disposar d’'un nombre de
cel-lules molt reduit per a I'analisi, el que podria haver generat aquesta desviacio.
El nombre absolut de cel-lules leucémiques de la mostra clarament va disminuir,
pero també hi va haver molta afectacio de les cel-lules no leucémiques.

De les mostres tractades amb ibrutinib, 4 corresponien a un mateix pacient. Totes
les mostres d’aquest pacient van mostrar una resposta clara i uniforme, amb una
evident potenciacio de l'ibrutinib amb la combinacié amb curcumina (Figura 62
B). Tot i aix0, el resultat no va ser significatiu degut al baix nombre de mostres.
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Figura 62: Efecte de l'ibrutinib, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre la fraccio de cel-lules
leucemiques. A Valoraci6 individualitzada de les mostres; B Analisi de diferents mostres obtingudes d’un
mateix pacient.

7.3.3. Rituximab

Es van tractar 5 cultius primaris amb rituximab 10 pg/mL, corresponents a
mostres obtingudes de 5 pacients diferents. L’analisi dels controls va mostrar que
aguests cultius tenien percentatges variables de cél-lules leucemiques (valor
mitja de 51%, rang 0,5 - 97%), | que aquestes presentaven percentatges molt
elevats de cel-lules APLS+ (valor mitja de 95%, rang 92 - 100%).

Ni el rituximab, ni la curcumina, ni la combinacié del rituximab amb la curcumina
van produir citotoxicitat sobre les cél-lules leucemiques (Figura 63).

163



CD19+ CD5+ (Rituximab)

150
0
o 1004 ° ° ° °
E - . _ -
’?') [ ] * ® ®
o
Z
X 507 ] ® b []
® ®
® [
0 ' g ¢ g g
N ) Q S
S < N
o Oo ‘,@'\} +x0
<& &

Figura 63: Efecte del rituximab, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre les cél-lules CD19+
CD5+. Ni el rituximab 10 pg/mL, ni la curcumina 5 pM ni la seva combinacié van produir cap efecte sobre el
percentatge de cel-lules leucemiques.

Tampoc es va observar un efecte significatiu sobre el percentatge de cel-lules
leucemiques APLS+ (Figura 64 A). Val la pena fixar-se en dues excepcions, en
qgue el rituximab va reduir drasticament el percentatge de cel-lules APLS+. Es
tracta de les mostres CLL18 (en qué es va passar d'un 100% a un 0%) i de la
CLL41 (en qué es va passar d’'un 95% a un 56%) (Figura 64 B). La curcumina,
a més, semblava produir un efecte antagonic. D’aquests dos resultats, pero, cal
descartar la mostra CLL18, ja que el percentatge de cel-lules leucémiques del
pacient era molt baix (0,5%), el que podria haver generat un artefacte. Pel que
fa a la mostra CLL41, és possible que el rituximab tingués un cert efecte. Amb la
combinacié amb la curcumina, aquest efecte hauria quedat emmascarat perqué
la viabilitat cel-lular general s’hauria reduit (Figura 65).
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Figura 64: Efecte del rituximab, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre les cél-lules CD19+
CD5+ APLS+. Ni el rituximab ni la seva combinacié amb la curcumina van produir un efecte significatiu
sobre la poblacio de cél-lules leucémiques positives per ALP.
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Tot i que el nombre de casos estudiats amb rituximab va ser reduit, la uniformitat
dels resultats no porta a pensar que la manca d’un efecte significatiu fos causada
per la baixa mida mostral. El rituximab tampoc va tenir cap efecte sobre la
viabilitat general de les cel-lules (Figura 65), fet que recolzaria que aquest
farmac no produia cap efecte sobre les cel-lules.
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Figura 65: Efecte del rituximab, sol i en combinacié amb la curcumina, sobre la viabilitat general de
les cél-lules. Ni el rituximab, ni la curcumina, ni la combinacié dels dos, va tenir un efecte significatiu sobre
la viabilitat general de les ceél-lules dels cultius. Val la pena remarcar que la curcumina va produir una
reduccio clara en la viabilitat, encara que no assolis nivells significatius.

La totalitat dels resultats numérics obtinguts en les analisis dels cultius primaris
es troben a la Taula suplementaria 8 de Material suplementari.
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7.3.4. Controls

Els controls negatius obtinguts de mostres de pacients sense malalties
hematologiques conegudes van presentar percentatges molt baixos de cel-lules
CD19+ CD5+ (mitjana de 0,56%), tal i com é€s normal en aquest tipus de mostres.
Per aquest motiu, 'analisi dels efectes de la curcumina i els diferents farmacs es
va centrar en la viabilitat de les cél-lules.

Tot i que els efectes no van ser significatius en cap cas, ja que la mida mostral
era petita, la fludarabina 10 uM i el venetoclax 100 nM van produir un efecte de
toxicitat potent, reduint la mitjana de cel-lules negatives per Pl de 41,4% a 9 i
14,2% respectivament (Figura 66 A i E). La fludarabina 1 pM i l'ibrutinib 10 pM
també van tenir un efecte de toxicitat, perd en aquest cas menor, reduint el
percentatge de 41,4% a 24,7 i 28,6% respectivament (Figura 66 B i C). La
curcumina per si sola va presentar molt poca toxicitat, reduint el percentatge de
cel-lules negatives per Pl de 41,4% a 37,5%. Finalment, el rituximab no va
generar toxicitat (Figura 66 D).

Pel que fa a la combinacio amb els farmacs, la curcumina va produir un increment
moderat en la toxicitat generada per la fludarabina 10 pM (Figura 66 A), 1 pM
(Figura 66 B) i pel venetoclax 100 nM (Figura 66 E) (els percentatges de
cel-lules viables van passar de 9 a 6,7%; de 24,7 a 18%; i de 14,2 a 9,9%,
respectivament). En canvi, la combinacié amb I'ibrutinib va produir una toxicitat
molt elevada, reduint el percentatge de cel-lules viables de 28,6 a 13,9%, el que
suposa una reduccio de la viabilitat de més del 50% (Figura 66 C).
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Figura 66: Efecte de la curcumina i els diferents farmacs testats sobre controls negatius, establerts
a partir de mostres de sang periférica d’individus sense LLC ni altres malalties hematologiques
conegudes. La fludarabina 10 pM i el venetoclax 100 nM van produir una elevada citotoxicitat sobre les
cél-lules dels controls negatius. La fludarabina 1 uM i l'ibrutinib 10 uM van produir un efecte citotoxic
moderat, mentre que el rituximab no va produir efecte. La curcumina no va produir una citotoxicitat evident,
sola ni en combinacié amb els diferents farmacs, a excepcié de l'ibrutinib, la combinacié amb el qual va
produir un important increment de la citotoxicitat.
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Discussio






Antecedents

La LLC és una malaltia d’elevada incidéncia en paisos occidentals3+4, que tot i
no ser de les leucémies més agressives, comporta una important reduccio de la
qualitat de vida dels pacients i presenta una baixa esperanca de curaci6®?.
Encara que sol apareixer a edats relativament avancades, també hi ha un reduit
percentatge de pacients que la contrauen abans?. Els tractaments que s’han anat
desenvolupant han permés cronificar la malaltia en molts casos, encara que
produeixen importants efectes adversos afegits i no impedeixen que a llarg
termini puguin aparéixer ceél-lules resistents als farmacs i que la malaltia
progressi, requerint I'is de tractaments més complexos i agressius. Aquesta
progressid, sumada a d’altres condicions de salut dels pacients, pot acabar
conduint a estadis en que la malaltia ja no és controlable. Cal recordar, a més,
que tot i que es tendeix a associar la LLC amb un curs relativament lent i
sostingut, hi ha casos en qué la malaltia és agressiva, progressa rapidament o
no respon als tractaments?32526_ Aixi doncs, la cerca de nous compostos per
millorar les terapies té un gran interes per reduir els efectes adversos i millorar la
qualitat de vida dels pacients, aixi com per mantenir estable la malaltia el maxim
de temps possible, retardar-ne la progressié i allargar la supervivencia.

Per tal com les cél-lules de la LLC tenen unes taxes d’apoptosi reduides?%7, la
curcumina es presenta com una opcio esperancadora per complementar alguns
tractaments i millorar-ne l'eficacia, ja que podria restablir els nivells d’apoptosi
adequats i augmentar la sensibilitat a la quimioterapia. D’altra banda, la
curcumina presenta selectivitat per les cél-lules tumorals i una baixa toxicitat a
dosis efectives?125149.156,157 © de manera que podria ser adequada per
administrar a pacients amb patologies prévies, fins i tot de forma cronica.

Per aguest motiu, aquesta Tesi s’ha centrat en l'estudi del potencial efecte
sinergic de la curcumina sobre diferents farmacs antineoplasics, aixi com I'efecte
sobre diferents mecanismes potencialment implicats en augmentar la sensibilitat
a I'apoptosi de les cel-lules de la LLC.

Per aconseguir els proposits plantejats, s’han utilitzat models cel-lulars i cultius
primaris humans. Les linies cel-lulars serveixen com a models assequibles i
relativament estables en les condicions habituals de cultiu, que permeten
desenvolupar situacions experimentals reduint considerablement les variables
d’estudi i permetent una expansio molt llarga en el temps i la reproductibilitat dels
experiments. Son especialment utils, per tant, com a models per avaluar un
efecte concret d’acord amb el métode cientific i de forma reproduible sota les
condicions d’estudi. Pel que fa als cultius primaris, en aquest cas derivats de
mostres de sang periférica, permeten avaluar els efectes sobre les cel-lules del
pacient de manera individualitzada. Tot i que les condicions de cultiu disten molt
de les fisiologiques que hi ha en l'organisme (concentracions d’oxigen més
elevades, efectes del tractament de lisi d’eritrocits, pérdua del microambient
cel-lular...), els cultius primaris s’acosten més a la realitat biologica dels pacients,
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i permeten extreure resultats que poden mimetitzar I'efecte que es produiria in
Vivo.

Aixi doncs, en aquesta Tesi s’han utilitzat tres models cel-lulars derivats de LLC
per avaluar els efectes que pot tenir la curcumina sobre la viabilitat cel-lular, la
proliferacio, el cicle cel-lular i la citomorfologia, quan és combinada amb diferents
farmacs; I'efecte sobre la produccié de ROS; sobre I'extrusio de farmacs i sobre
I'activitat fosfatasa alcalina. Per avaluar el potencial que podria tenir la curcumina
en casos especifics de LLC, s’han utilitzat cultius primaris per estudiar I'efecte de
combinar-la amb diferents farmacs utilitzats en el tractament d’aquesta malaltia.
Els cultius primaris també s’han utilitzat per analitzar els efectes sobre I'activitat
de les caspases.

Caracteritzacio de les linies cel-lulars

Encara que la majoria d’informacié sobre les diferents linies cel-lulars de LLC
utilitzades es poden trobar al PubMed i a la base de dades de la DSMZ, es va
realitzar una caracteritzacid exhaustiva d’aquestes linies per confirmar-ne
I'expressié dels marcadors CD19 i CD5, de gran rellevancia per a la deteccié de
les cel-lules de la LLC; de CD38, important indicador pronostic; i el perfil de cicle
cel-lular.

Totes tres linies cel-lulars expressaven CD38 i CD19, en consonancia amb el
que hi ha descrit a les bases de dades'®18191 | a proteina CD38 actua
promovent la supervivéncia i proliferacié en les cel-lules leucemiques de la
LLC30, i la seva expressid confereix un pitjor pronostic*'82°, amb taxes de
resposta menors, un temps del diagnostic a la primera terapia més curt i una
supervivéncia global menor3®. En tractar-se de linies cel-lulars, no té sentit
buscar un significat clinic a I'expressié d’aquest marcador, pero si que pot ser
rellevant per entendre I'elevada supervivéncia i proliferacié de les linies cel-lulars
estudiades. Pel que fa al CD19, és un marcador propi de cel-lules B, que és
utilitzat per a la deteccio de les cél-lules de la LLC, que normalment el
coexpressen amb CD5%10,

Segons les dades immunofenotipiques obtingudes en aquesta Tesi Doctoral, les
cel-lules de la linia cel-lular 183 expressen CD5. En canvi, es va observar que les
cel-lules de la linia Mecl eren negatives per aquest marcador, en consonancia
amb el que hi havia préviament descrit'®18 | es cel-lules EHEB tampoc
expressaven CD5, tot i que d’aquesta linia no es va trobar cap referéncia previa
sobre I'expressio d’aquest marcador. Tot i que les cél-lules dels pacients amb
LLC normalment sén positives per CD5, és frequent que les linies
immortalitzades tendeixin a disminuir I'expressié d’aquest marcador amb el
temps194.195,

Pel que fa al contingut genetic, la linia Mecl ha estat descrita com a
quasidiploide'®>18 en canvi, en I'estudi del cicle cel-lular realitzat, es va
determinar que les Mecl utilitzades eren tetraploides o quasitetraploides. S’ha
descrit que les cél-lules d’aquesta linia presenten moltes anomalies
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citogenetiques i diferencies entre cél-lules dins de la mateixa linia. De fet, esta
descrit que un 10% de les cél-lules seria poliploide®’. El fet que, a més, algunes
cel-lules presentin adheréncia, podria haver afavorit una certa seleccio d’'una part
de la poblacio, que s’hauria enriquit en el fenotip poliploide.

Pel que fa al subcultiu diploide de 183, com s’ha comentat préviament, es va
obtenir a partir d’'una dilucioé limit de la poblacié tetraploide original. Aquest
fenomen no es va poder replicar en dilucions posteriors, el que porta a pensar
gue aquesta poblacié és molt minoritaria, que la seva seleccié hauria estat
aleatoria i que la seva expansio es podria haver vist afavorida per les condicions
de la dilucio limit, com poden ser la baixa concentracio cel-lular i I'estres derivat
de la manipulacio. En condicions estables, en canvi, les cél-lules tetraploides
presentarien una major proliferacio i acabarien sent majoritaries. Una hipotesi
que es deriva d’aquesta observacid és que les 183 podrien mantenir una
subpoblacié diploide molt minoritaria, gairebé indetectable, perd que en certes
circumstancies es podria veure afavorida selectivament. El fet que una poblacié
en percentatges tan baixos es pugui mantenir, fa pensar que hauria de tenir una
funcié basica per la linia cel-lular, i es planteja com un model potencial de
cel-lules mare de LLC, molt minoritaries pero capaces de regenerar la malaltia i
tota una progenie de cél-lules tetraploides.

D’altra banda, aquests resultats podrien ser un model que reflectis la progressioé
de la malaltia. La tetraploiditzacio de les cel-lules del cultiu uniformement diploide
es va observar en dues ocasions i cultius independents. Aquest podria ser un
mecanisme que conferiria major resistencia i taxes de proliferacié majors, tal i
com passa en alguns pacients amb LLC a mida que la malaltia progressa. El fet
que aquest fenomen s’hagi produit dues vegades de forma independent, partint
d’una poblacié uniformement diploide, faria pensar que les cél-lules de la LLC
son propenses a I'acumulacié d’unes mutacions especifiques, que determinarien
una jerarquitzacié de I'evolucio clonal. Aixi doncs, tot i ser aparentment menys
aberrants, les cél-lules diploides podrien ser I'origen clonal de la malaltia i el
romanent que, després de tractaments que generen una aparent remissio
completa, causaria la progressio de nou cap a fenotips més aberrants, que sén
els que acaben generant les céel-lules majoritaries de la leucemia®?.

Analisi de I’efecte sinérgic de la curcumina

Considerant les caracteristiques descrites de les linies cel-lulars i tot el que s’ha
comentat préeviament sobre la LLC i la curcumina, cal fer emfasi en la
determinacio del potencial sinergic de la curcumina com el principal objectiu de
la present Tesi Doctoral. Utilitzant les tres linies cel-lulars de LLC descrites i
cultius primaris derivats de mostres de sang periferica de diferents pacients de
LLC, s’ha pogut demostrar el potencial efecte sinergic que podia generar la
curcumina en combinacié amb diferents farmacs. A nivell general, esta ben
descrit que la curcumina pot potenciar I'efecte d’alguns farmacs’5152153,196-199 j
també apunten en aquest sentit els diferents resultats obtinguts en aquesta Tesi,
el que podria permetre el disseny d’assaigs clinics futurs per tal de reduir les
dosis de tractament dels pacients.

171



En les linies cel-lulars estudiades, la curcumina va produir una disrupcié lleu de
la membrana cel-lular i un bloqueig considerable de la proliferacié. Aixo indicaria
que la curcumina té un efecte important per si sola sobre les cel-lules
leucémiques, fet que coincideix amb estudis previs realitzats per altres
grups®1,79.80.200.201 "En cultius primaris, I'efecte observat va ser més moderat, en
part per la major heterogeneitat de les mostres, pero també perqué es va valorar
I'efecte selectiu de la curcumina sobre les cel-lules leucémiques, en comptes de
I'efecte sobre la viabilitat cel-lular total de les mostres, com s’havia fet amb els
models cel-lulars de LLC. Aixi, en cultius primaris, a més de I'efecte citotoxic de
la curcumina, es va valorar que aquest fos menor en les cel-lules no leucémiques
de la mostra. D’altra banda, les linies cel-lulars utilitzades, a diferéncia de les
cel-lules leucemiques dels cultius primaris, estan immortalitzades mitjancant
infeccié per EBV, i amb el cultiu estan sotmeses a una certa pressio de seleccio,
que podria afavorir les cél-lules més resistents i amb unes taxes de proliferacié
majors. En actuar inhibint diversos mecanismes implicats en el metabolisme del
cancer, I'efecte de la curcumina és molt notable en aquestes cel-lules, més que
quan s’aplica a cel-lules amb unes taxes de proliferacié més reduides. Tot i aixo,
els experiments amb les linies cel-lulars s6n molt utils perque serveixen com un
model ideal, que permet veure de forma evident el potencial d’acciéo de la
curcumina.

En les linies cel-lulars, la curcumina va potenciar, en major o menor mesura,
I'efecte de tots els farmacs amb qué es va combinar. Com a efectes més evidents
gue es van observar, destaca en primer lloc I'efecte sinérgic que la curcumina va
exercir sobre la colquicina en les Mecl, incrementant drasticament la disrupcié
de la membrana cel-lular i aturant quasi completament la proliferacié. Com s’ha
comentat a la Introduccio, la colquicina és un farmac que ha estat estudiat com
a potencial tractament del cancer, encara que amb limitacions importants, com
son I'estret marge terapéutic, a causa de la seva elevada toxicitat, o la incapacitat
per generar remissions completes prolongades'’®-173, Cal remarcar que amb el
banc de concentracions inicial que es va realitzar per escollir la dosi de colquicina
més adequada pels experiments, es va observar que per sota de la concentracio
0,005 yM no s’observava practicament cap efecte, mentre que per sobre
d’aquesta concentracié es produia un efecte molt potent. Tenint en compte
aquest inici abrupte de toxicitat que en limita I'is terapéutic, la curcumina es
presenta com una opcio molt prometedora per complementar aquest farmac en
certs casos, permetent assolir efecte amb dosis més baixes, augmentant el
marge terapeutic i amb potencial per produir un sinergisme molt elevat. Alhora,
en augmentar les taxes d’apoptosi, la curcumina podria afavorir 'assoliment
d’'unes remissions més completes i duradores. Val la pena remarcar que en les
linies 183 i EHEB, I'efecte de la combinacié va ser més moderat, i de caracter
additiu, fet que indicaria que aquest efecte sinérgic podria estar restringit només
a certs pacients.

Fins on coneixem, aquest és el primer estudi sobre l'efecte sinérgic de la
curcumina amb la colquicina en un model cel-lular de leucémia. Tot i aixo,
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existeixen articles previs sobre l'efecte de la combinacié d’aquests dos
compostos. En un estudi realitzat sobre Plasmodium falciparum, es va observar
que la curcumina tenia un efecte antagonista amb la colquicina a I'hora d’inhibir
la proliferacié del protozou parasit?®?. La raé podria ser que, com apunten altres
investigadors, tots dos compostos comparteixen un mateix mecanisme d’accio,
unint-se a la tubulina i desestabilitzant els microtubuls, fet que generaria una
certa competici6?°2-294, Aixi doncs, els estudis previs no apuntarien cap a l'efecte
de potenciacio observat en aquesta Tesi, fet que es podria explicar per la gran
distancia a nivell de subjecte (protozou?®? vs. cel-lules humanes) o de
metodologia (assaig competitiu d’unié?®®> o molecular docking in silico?®* vs.
assaig de viabilitat in vitro). Malgrat que els dos compostos puguin tenir un efecte
antagonic pel que fa a la disrupcié de microtubuls, la curcumina podria potenciar
la colquicina en afectar moltes altres vies de gran rellevancia en la leucemia i en
les quals la colquicina no intervé.

Cal remarcar que la colquicina interactua amb el complex enzimatic hepatic
CYP3A4, també conegut com a citocrom P450, central en el metabolisme de
molts farmacs. La colquicina seria metabolitzada per aquest complex, i alhora
actuaria inhibint-10167:168.174 | 3 curcumina també afecta aquest mateix complex®,
el gue in vivo pot reduir les taxes d’eliminacié d’altres compostos metabolitzats
per aquest mecanisme, com pot ser la colquicina. D’altra banda, la colquicina
també interactua amb la glicoproteina P, la qual sembla que estaria implicada en
la seva eliminaci6 via excrecio biliar'®7168, De fet, esta descrit que la combinaci6
de la colquicina amb altres compostos que també afectin l'activitat de la
glicoproteina P, com és el cas dels macrolids, pot provocar una pancitopéenia
greu'®’. La curcumina ha estat descrita com a inhibidora d’aquest
transportadort®3195.106  de manera que podria afectar a la biodisponibilitat de la
colquicina a nivell d’'organisme i alhora, a nivell cel-lular, podria ser una de les
causes del sinergisme observat en aquesta Tesi Doctoral. Aixi, sembla raonable
que la curcumina pugui reduir les taxes d’eliminacié de la colquicina i augmentar-
ne les concentracions plasmatiques in vivo. Tenint en compte I'elevada toxicitat
que pot assolir la colquicina, qualsevol combinacio de la curcumina amb aquest
farmac hauria d’anar acompanyada d’un estudi farmacologic detallat, amb els
ajustaments de dosi que es poguessin requerir i amb especial atencio a possibles
efectes de toxicitat.

Pel que fa al tractament amb fludarabina, la combinacié amb la curcumina va
tenir un efecte potenciador moderadament sinérgic en les Mecl, i clarament
superior que en les 183. La fludarabina tenia un efecte forga limitat en les Mecl,
i és interessant recordar que les cél-lules d’aquesta linia tenen una mutacio en
TP53 que redueix la sensibilitat a 'apoptosi i els confereix resisténcia a aquest
farmac'88189, Aixi, els resultats obtinguts en aquesta Tesi semblen corroborar
aguest fet, i sembla que la curcumina tindria la capacitat de revertir en part
aguesta quimioresistencia. Malgrat que aquest resultat s’ha obtingut en models
cel-lulars, cal remarcar la rellevancia clinica que pot tenir, ja que la fludarabina
és el principal farmac que s'utilitza en el tractament de la LLC, i de fet, la
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resisténcia que presenten a aquest compost els pacients amb mutacié de TP53
o delecié de 17p és determinant en el pitjor pronostic que presenten i en la
necessitat de buscar alternatives de tractament. L’analisi de l'efecte de la
curcumina sobre cultius primaris derivats de mostres de pacients de LLC amb
TP53 mutat o delecié de 17p requereix més investigacié mitjancant estudis
addicionals, fet que no ha estat possible en aquesta Tesi a causa del reduit
nombre de mostres de pacients amb aquesta mutacio.

Com a apunt, les céel-lules EHEB estan descrites com una linia que no presenta
mutacions de TP53 ni delecions de 17p'%.205206 No obstant, les cél-lules
d’aquesta linia van mostrar poca sensibilitat al tractament amb fludarabina, i com
en les Mecl, la combinacié amb curcumina va augmentar lleugerament 'efecte.
Aquesta baixa sensibilitat podria ser causada per altres mecanismes, que també
podrien ser parcialment revertits per la curcumina2°7-210,

Pel que fa a I'etoposid, la curcumina en va potenciar I'efecte en totes tres linies
cel-lulars, tant pel que fa a la citotoxicitat com al bloqueig de la proliferacié
cel-lular. La major potenciacié es va produir en les Mecl, en qué I'etoposid i la
curcumina no produien efecte per separat sobre la viabilitat cel-lular. En canvi, la
combinacié va produir una reduccié important en el percentatge de cél-lules
negatives per PIl. Tot i que hi ha alguns estudis en qué es descriu un efecte
antagonic entre la curcumina i I'etopodsid en linies cel-lulars de diferents tipus de
cancer?l212  gls resultats obtinguts en aquesta Tesi coincideixen amb els de la
majoria d’estudis previs, que descriuen que la curcumina potencia I'etopdsid o
augmenta la sensibilitat de les cel-lules de diferents tipus de cancer a aquest
farmac?3214 per mitja de diferents mecanismes, com poden ser la inhibicié de
NFkB i AP-175215 la inhibici6 de la MDR!24  |a inhibici6 de lactivitat del
glutatié?1®, la induccié de ROS%?, o la generacié de danys en el DNA i el blogueig
del cicle cel-lular?*’. Menys relacionat amb la metodologia utilitzada en aquesta
Tesi, pero rellevant des d’un punt de vista clinic, s’ha observat in vivo, amb
experiments realitzats amb rates, que la curcumina augmenta la biodisponibilitat
de I'etoposid en inhibir el CYP3A i la P-gp%, i també que redueix els danys
produits per aquest farmac en els precursors mieloides no leucemics?*,

Pel que fa a la combinacié amb camptotecina, la curcumina també va produir un
efecte potenciador important, en aquest cas, lleugerament més notable en les
I83 que en les Mecl. En la linia EHEB, en canvi, no es va produir potenciacio.
Ha estat previament descrit que la curcumina té un efecte sinérgic sobre derivats
de la camptotecina, en inhibir la MDR11:199.219 En aquest sentit, és important
remarcar que la linia 183, en qué s’ha vist més incrementada la toxicitat de la
camptotecina amb la combinaci6 amb curcumina, també va ser la linia que
presentava uns nivells d’extrusié de farmacs més elevats i en que la curcumina
produia una major inhibicié d’aquest mecanisme. Aixi, els resultats observats en
les 183 es podrien atribuir, almenys en part, a la inhibicié de I'extrusié de la
camptotecina.
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S’ha descrit que la curcumina també potencia l'efecte antitumoral de la
camptotecina o els seus derivats per altres vies, com son la generaci6 d’estrés
del reticle endoplasmatic i de ROS'%3, la generacié de dany en el DNA??, o la
inhibicié de NFkB i AP-175. A més, hi ha diversos assaigs en qué s’avalua I'efecte
combinat de la curcumina i la camptotecina en formulacions que augmenten la
biodisponibilitat i selectivitat dels dos compostos, amb resultats positius62221.222,
Per contra, s’ha trobat només un unic article en que es descriu que la curcumina
va reduir I'apoptosi induida per la camptotecina, en models cel-lulars de cancer
de mama in vitro i in vivo??3, D’altra banda, referent a cél-lules no leucémiques,
alguns estudis han descrit que la combinacié de la curcumina amb l'irinotecan
podria reduir la toxicitat produida pel farmac en I'organisme, en reduir el dany
tissular produit en el cor??4#22> i la mucosa intestinal'®* gracies al seu efecte
antioxidant i antiinflamatori.

Finalment, pel que fa a la citarabina, va ser el farmac menys potenciat en
combinaci6 amb la curcumina. Malgrat que no s'’utilitza actualment en el
tractament de la LLC, si que hi ha estudis que indiquen que la citarabina podria
ser util en combinaci6 amb altres farmacs per al tractament de la LLC en
recaiguda, préviament tractada, refractaria o en transformacié de Richtert76-178,
En els estudis realitzats en aquesta Tesi no es va observar que la citarabina 0,01
UM tingués practicament efecte sobre la viabilitat cel-lular, pero si que va produir
un cert blogueig de la proliferaci6, relativament important en 183 i moderat en
Mecl i EHEB. Aixi doncs, en general la citarabina va tenir un efecte de baixa
toxicitat, fet que corroboraria que la seva potencial utilitzacié en el tractament de
la LLC hauria de ser en combinacié amb altres farmacs.

Pel que fa a la seva combinacié amb la curcumina, es va observar que no produia
cap canvi important en la viabilitat cel-lular, i només va incrementar lleument el
bloqueig de la proliferacié produit en les Mecl. Hi ha pocs estudis previs que
permetin contrastar aquests resultats. En dos d’ells, un realitzat amb les linies
cel-lulars de leucemia K-562 i HL-60 i un altre amb cel-lules de moll d’'os de
pacients amb leucemia aguda mieloide, es va observar que la curcumina tenia
un efecte sinérgic en combinacié amb la citarabina'®®1%’. En un altre estudi,
realitzat amb la linia cel-lular de leucemia aguda limfoblastica REH, es va
observar que la curcumina també tenia un efecte sinergic amb la citarabina
reduint I'activacio de NFkB, tot i que I'efecte sobre la viabilitat cel-lular no va ser
significatiu'®®. Aixi doncs, amb els resultats obtinguts no es pot determinar que
la curcumina pugui tenir un efecte potenciador sobre la citarabina en la LLC, i és
possible que aquest efecte depengui del tipus de cancer o leucemia estudiat.

Amb el mateix objectiu d’estudiar el potencial sinérgic de la curcumina, una
vegada avaluat el seu efecte sobre linies cel-lulars, es va procedir a estudiar-ne
I'efecte sobre diferents farmacs utilitzats en el tractament de la LLC, utilitzant, en
aquest cas, cultius primaris derivats de mostres de sang periferica de pacients
amb LLC. En les analisis de cultius primaris s’observa una gran variabilitat dels
diferents parametres estudiats, a causa que les mostres provenen de diversos
pacients, amb caracteristiques clinigues molt diferents. Aquesta elevada
variabilitat no ha impedit que s’obtinguin resultats significatius. Estadisticament
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s’han realitzat algunes transformacions de les dades amb I'objectiu de reduir la
variabilitat basal, com ara la normalitzacioé dels resultats a partir dels controls,
sense que aquestes transformacions hagin influit en la significanca dels
resultats.

La combinacié de la curcumina amb la fludarabina no va produir un efecte
sinergic significatiu en la reduccio de les cél-lules leucémiques. Aquest resultat
coincideix amb I'obtingut préviament amb les linies cel-lulars estudiades en
aguesta Tesi, en que la curcumina va tenir un efecte potenciador de la
fludarabina moderat. L’efecte sinérgic més important es va produir en les Mecl,
gue presenten una mutacié de TP53 que augmenta la resisténcia a la fludarabina
i que seria parcialment revertida amb la combinacié amb la curcumina. En 'estudi
amb cultius primaris cap de les mostres tractades amb fludarabina presentava
mutacions detectables de TP53. Només s’ha trobat una referencia previa en la
bibliografia en qué s’estudiés I'efecte combinat de la curcumina i la fludarabina.
Els resultats d’aquest estudi coincideixen amb els d’aquesta Tesi Doctoral, ja que
es va observar que la combinacié de curcumina 1 pM amb fludarabina 1 pM no
produia un augment significatiu de I'apoptosi en cél-lules B de LLC aillades de
mostres de sang periferica®®. Tenint en compte la rellevancia clinica de la
resistencia a la fludarabina, els resultats positius obtinguts amb les Mecl i el
reduit nombre d’estudis previs en qué s’estudii la combinacié de la curcumina i
la fludarabina, seria molt interessant poder avaluar en futurs assaigs l'efecte
sinérgic de la curcumina amb la fludarabina en mostres de pacients amb TP53
mutada o amb deleci6 de 17p.

Pel que fa a l'ibrutinib, va tenir un efecte molt potent en I'eliminacio de les cél-lules
leucémiques, perd no es va observar potenciacid d’aquest efecte amb la
combinacié amb curcumina. Aix0 es pot atribuir al reduit nombre de mostres (n
= 8) i a que, pel fet de tractar-se de recaigudes, els nivells basals de cel-lules
leucémiques d’aquestes mostres eren relativament baixos. A més, l'ibrutinib per
si sol ja presentava un efecte citotoxic important, disminuint encara més els
nivells de cel-lules de LLC i deixant un marge estret per produir més efecte a la
combinacié amb la curcumina. Un fet que dona suport a aguesta hipotesi €s que
la curcumina per si sola si que va produir una reduccio important i significativa
del percentatge de cél-lules leucémiques en aquestes mostres, perdo aquest
efecte no s’observava en combinacié amb [librutinib, ni tan sols com a efecte
additiu. Si que es va observar, en canvi, que la curcumina potenciava I'eliminacié
de cél-lules leucemiques produida per I'ibrutinib en un dels pacients estudiats,
del qual se’n van obtenir mostres en quatre ocasions diferents durant el
seguiment. Aquest pacient tenia com a factors de risc una delecio de 11q, que
afectava el gen ATM, i positivitat per ZAP-70. A meés, presentava delecio de 13q.
Tot i que la curcumina va mostrar un efecte sinergic en aguestes mostres, aguest
no va ser significatiu, un fet que podria estar relacionat amb la baixa mida
mostral, i que per tant requereix meés investigacio.
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D’altra banda, la curcumina si que va tenir un efecte sinergic molt important en
la reducci6 del percentatge de cél-lules positives per ALP que produia I'ibrutinib.
La fosfatasa alcalina és un enzim ubic en l'organisme, que en condicions
d’alcalinitat hidrolitza molécules que contenen fosfat. Tot i que la seva funcié
encara no es coneix amb exactitud, sembla que estaria relacionada amb
regeneracio, proliferacioé i activitat cel-lular. Hi ha quatre formes conegudes de la
fosfatasa alcalina, la intestinal, la placentaria, la placentaria-like i la no especifica
de teixit??®. Les concentracions sanguinies o seriques de fosfatasa alcalina sén
un valor analitic ampliament utilitzat. Corresponen basicament a la forma no
especifica de teixit, que és produida sobretot per fetge, ossos i ronyons, de
manera que permet detectar possibles augments d’activitat en aquests organs
que poden indicar diferents malalties i processos, com ara hepatitis, obstruccié
biliar, regeneracié de l'os, tumors ossis, malaltia de Paget i raquitisme, entre
d’altres. A nivell cel-lular es coneix que la fosfatasa alcalina s’expressa en nivells
elevats en les cel-lules mare pluripotents. Aixi, la major activitat fosfatasa alcalina
estaria associada a un major grau d'immaduresa i pluripoténcia??’, de manera
que ha estat utilitzada per distingir diferents subpoblacions de cel-lules
mare??6228_ En aquesta Tesi s’ha utilitzat un protocol de marcatge per detectar
activitat ALP en cel-lules vives mitjancant citometria de flux, desenvolupat
préviament pel nostre grup de recerca®®®’, a fi d’identificar subpoblacions de
cel-lules mare leucémiques. L’efecte sinérgic de la curcumina amb librutinib en
I'eliminacié de cél-lules leucemiques positives per ALP podria tenir implicacié a
més llarg termini, facilitant I'eliminacié de les cél-lules leucémiques més
refractaries i permetent assolir remissions més prolongades i completes. Fins on
coneixem, aquest és el primer estudi en qué s’avalua I'efecte de combinar
curcumina i ibrutinib, i els resultats obtinguts semblen recolzar I'interés de
realitzar més estudis analitzant I'efecte combinatori d’aquests dos compostos,
especialment en la LLC.

Com s’ha comentat préviament, en el subgrup de mostres tractades amb
ibrutinib, 'administracid unicament de curcumina ja va demostrar un efecte
selectiu en l'eliminacié de la fraccid leucémica, a diferéncia del que s’havia
observat sobre les mostres tractades amb fludarabina. Aquestes diferéncies de
resposta al mateix compost podrien respondre a la diferent naturalesa de les
mostres estudiades, ja que mentre moltes de les mostres tractades amb
fludarabina corresponien a pacients en tractament de primera linia, la majoria de
pacients tractats amb ibrutinib estaven en recaiguda i se’ls administrava
tractament de segona linia o0 més. La diferent naturalesa de les mostres és
corroborada pels valors basals obtinguts per ambdods grups. Les mostres
tractades amb ibrutinib presentaven uns percentatges més baixos de cel-lules
leucémiques, amb una elevada positivitat per ALP, el que indicaria que s’hauria
produit una seleccié de les cél-lules més refractaries com a consequéncia dels
tractaments rebuts pels pacients. Els resultats obtinguts indiquen que la
curcumina podria ser especialment efectiva per eliminar les cél-lules
leucéemiques meés refractaries.
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Pel que fa al rituximab, no es va detectar que produis cap efecte sobre les
cel-lules leucémiques ni sobre la viabilitat dels cultius, i només en un Unic cas va
reduir els nivells d’ALP. Malgrat la reduida mida mostral (n = 5), els resultats s6n
forca uniformes i consistents. Aixi, els resultats apunten a que el rituximab no
tindria efecte sobre els cultius primaris de LLC en el periode de temps estudiat,
malgrat ser un farmac utilitzat en els tractaments. Tot i que el rituximab indueix
apoptosi en les cél-lules B, esta descrit que té un paper molt important en el seu
efecte la lisi mediada per complement!81182, Es possible que aquest mecanisme
sigui indispensable en la LLC, potser perque les cél-lules d’aquesta leucemia,
precisament, tenen reduits els mecanismes d’entrada en apoptosi. Aquesta
podria ser una explicacio a la manca d’efecte del rituximab, ja que aquests
experiments es van realitzar in vitro i després de realitzar un procediment de
rentat cel-lular. De fet, aquests resultats coincideixen amb els obtinguts per
Kamburova et al., que van observar que el rituximab aturava la proliferacié de les
cel-lules B in vitro, pero només es produia mort cel-lular quan s’afegia
complement!8?,

La curcumina no va produir més efecte de citotoxicitat en combinacié amb el
rituximab que aquell que produia la curcumina per si sola. L'estudi d’aquesta
combinacidé podria ser de gran interes, sent indispensable optimitzar abans la
metodologia per tal d’evidenciar si el rituximab produeix efectes detectables en
les cel-lules. Els canvis metodologics relacionats amb aquesta finalitat podrien
passar per I'addici6 de complement o la modificacié d’algunes condicions del
cultiu primari per tal de mantenir més la similitud amb el microambient de les
cél-lules en l'organisme. No s’han trobat estudis previs en qué s’avalui la
combinacié de curcumina i rituximab.

Malauradament, com a consequéncia del reduit nombre de mostres de pacients
susceptibles de ser tractades amb venetoclax segons els criteris establerts, no
s’ha pogut estudiar I'efecte d’aquest farmac en combinacié amb la curcumina en
cultius primaris. No s’ha trobat cap article on s’hagués estudiat previament
'efecte de combinar el venetoclax amb la curcumina, de manera que aquest
podria ser un estudi de gran interes per realitzar posteriorment. Els resultats
obtinguts amb la linia 183 indiquen que la curcumina podria tenir un efecte
potenciador important sobre el venetoclax, si bé cal tenir en compte que les dosis
toxiques del farmac varien considerablement entre linies cel-lulars i cultius
primaris, de manera que els resultats obtinguts podrien no ser extrapolables.

La fludarabina 10 pM i el venetoclax 100 nM van generar una citotoxicitat elevada
en els controls negatius obtinguts a partir de mostres de sang periférica
d’individus sense LLC ni altres malalties hematologiques conegudes. L’ibrutinib
10 uM i la fludarabina 1 pM van presentar certa toxicitat, tot i que forca menor.
La curcumina va tenir per si sola un efecte de toxicitat molt baix, tant en els
controls sans com en les cel-lules no leucemiques de les mostres obtingudes de
pacients. Aquest fet és coherent amb la baixa toxicitat descrita en altres
estudis®125156.157 | 3 combinaci6 amb curcumina de la fludarabina i el
venetoclax va augmentar moderadament la citotoxicitat, fet que indicaria que
'administracid6 de curcumina combinada amb aquests farmacs no hauria de
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produir problemes més importants de toxicitat. Tot i aix0, cal recordar que la
curcumina pot tenir efecte sobre enzims de detoxificacio hepatics, el que podria
implicar efectes adversos no observables en els experiments in vitro.

La combinaci6 de la curcumina amb [librutinib si que va augmentar
considerablement la toxicitat produida per aquest farmac en les cél-lules no
leucémiques. Aquesta combinacio també havia tingut un important efecte sobre
les cel-lules leucémiques amb una major activitat ALP. Aquests resultats
indiqguen que la combinacio dels dos compostos té un efecte sinérgic important,
i alhora, que podria generar toxicitat també en les cél-lules no leucemiques. Cal
remarcar la dificultat per assolir uns nivells elevats i sostinguts de curcumina en
sang, a causa de la seva baixa biodisponibilitat. Si es considera el consum
quotidia de curcuma, que no sol tenir un contingut de curcumina superior al 5% i
no es presenta en una formulacid que n’augmenti la biodisponibilitat, sembla
improbable que es pugui produir toxicitat en pacients que rebin tractament amb
ibrutinib com a consequiéncia del consum de circuma o complements alimentaris
de curcumina. Considerant un potencial Us terapeutic, pero, caldria tenir en
compte aquests resultats, i realitzar els estudis in vivo necessaris per determinar
els efectes que aquesta combinacié pogués produir si s’utilitzessin formulacions
o vies d’administracié que augmentessin la biodisponibilitat de la curcumina. No
s’ha trobat cap article en qué s’estudii I'efecte combinatori de la curcumina i
l'ibrutinib, el que confirma la novetat d’aquests experiments i evidencia la
necessitat de realitzar més estudis en aquesta mateixa linia. Tenint en compte
limportant efecte de la curcumina sobre [librutinib reduint les cel-lules
leucémiques amb major activitat ALP, caldra valorar en propers estudis fins a
quin punt aquesta combinacié podria permetre I'administracid de dosis més
baixes de farmac que compensessin la toxicitat produida en cél-lules no
leucémiques.

Pel que fa a I'estudi dels factors de risc, s’ha observat que les mostres obtingudes
de pacients amb algun factor de risc advers tenien, de mitjana, percentatges
lleugerament més baixos de cel-lules leucémiques que les de pacients que no
tenien factors de risc adversos, mentre que tenien percentatges lleugerament
incrementats de cel-lules leucemiques amb una elevada activitat ALP. Aquesta
diferencia podria estar relacionada amb el fet que els pacients amb factors de
risc advers tenen més probabilitat d’haver estat tractats, el que implica que els
nivells de cél-lules leucemiques siguin lleugerament menors, alhora que produeix
un enriquiment d’aquelles cel-lules leucemiques amb una major activitat ALP.
Aquest mateix fenomen es va observar quan es van analitzar especificament les
mostres de pacients amb deleci6 de 11q.

La resposta a farmacs de la fraccié leucemica va ser lleugerament superior en
les mostres de pacients que presentaven factors de risc advers que en les
d’aquells pacients que no en presentaven, i també va resultar superior I'efecte
de la combinacié amb curcumina. Aquests resultats no coincideixen amb el que
seria esperable, atés que les cél-lules derivades de pacients amb factors de risc
generalment s6n més resistents als tractaments. Aquesta observacio es pot
atribuir a la baixa mida mostral, juntament amb el fet que es comparen farmacs
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diferents i que moltes de les mostres provinents de pacients amb factors de risc
advers van ser tractades amb ibrutinib (el 50%), el qual generava uns nivells de
resposta superiors a la fludarabina. Pel que fa al major efecte potenciador de la
curcumina, podria ser causat per un sinergisme de major ordre en aquelles
mostres obtingudes de pacients que presenten mecanismes de resistencia a
farmacs. Cal destacar que aquests resultats no han estat significatius en cap cas,
i s’ha de considerar que no permeten extreure cap conclusié referent a la
influencia dels factors de risc de la LLC.

Com a resum d’aquest apartat, la curcumina demostra potencial per augmentar
I'efecte citotoxic d’alguns dels farmacs estudiats i alhora revertir parcialment la
quimioresistencia, el que podria permetre plantejar estrategies terapeutiques
dirigides a reduir les dosis, la toxicitat, i per tant prolongar els tractaments,
contribuint a retardar la progressié de la malaltia. La curcumina podria ser util
tant per impedir o retardar I'aparici6 de resisténcies com per recuperar el
tractament de primera linia en pacients recaiguts, suposant una millora en la
qualitat de vida dels pacients i afavorint una reduccio dels efectes adversos en
la seva salut, que poden acabar limitant a mitja termini el tractament optim de la
malaltia.

Malgrat la baixa biodisponibilitat de la curcumina, que dificulta assolir dosis
terapéutiques in vivo, el seu efecte selectiu la fa un compost amb potencial per
millorar el tractament de la LLC, aixi com d’altres cancers. Aquesta limitacié es
pot revertir en part amb millores en la formulaci6 que optimitzin la
biodisponibilitat. Com majors i més prolongats siguin els nivells de curcumina en
plasma assolits, major sera I'efecte que aquesta pugui produir.

Qualsevol tractament terapeutic experimental que es pogués implementar
utilitzant la curcumina hauria d’anar acompanyat d’'un seguiment clinic i dels
estudis farmacologics pertinents. Malgrat que no s’han trobat estudis que hagin
descrit interaccions adverses importants de la curcumina amb altres compostos,
si que esta descrit que pot interactuar amb enzims hepatics implicats en el
metabolisme de farmacs, el que podria modificar-ne la biodisponibilitat®®105, Aixo,
juntament amb els efectes pleiotropics propis de la curcumina, fa pensar que la
seva administracié podria produir certs canvis, sobretot en el metabolisme i
I'eliminaci6 dels farmacs, que poguessin requerir ajustaments en les dosis, aixi
com un seguiment dels possibles efectes adversos que es poguessin produir.

Estudi de I’efecte de la curcumina sobre I’activitat ALP

A fi d’estudiar amb major profunditat els possibles efectes de la curcumina sobre
I'activitat fosfatasa alcalina, es van realitzar experiments addicionals utilitzant els
models cel-lulars de LLC ja descrits i avaluant l'efecte de diferents
concentracions de curcumina. La curcumina va demostrar un efecte modulador
de I'activitat fosfatasa alcalina, que va variar en funcio de la dosi de curcumina i
el model cel-lular estudiat, amb una tendéencia a disminuir-ne I'activitat en les 183
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i les Mecl. Tot i aix0, a dosis baixes la curcumina va augmentar lleument
I'activitat de I'enzim, el que fa pensar que podria tractar-se d’'un efecte hormeétic,
en que les dosis elevades fan disminuir I'activitat mentre que les dosis baixes no
assoleixen prou efecte i alhora estimulen les cél-lules i augmenten l'activitat
enzimatica. Aixi, caldria tenir en compte que si in vivo no es poden assolir unes
concentracions minimes de curcumina a nivell plasmatic, I'efecte sobre aquest
parametre podria ser nul o fins i tot antagonista. D’altra banda, en les EHEB es
va produir I'efecte contrari que en les 183 i les Mec1, i dosis majors de curcumina
van augmentar en major mesura I'activitat de la fosfatasa alcalina. Una possible
causa d’aquesta diferéncia podria ser el metabolisme cel-lular reduit de les EHEB
en comparacio amb el de les altres dues linies, de manera que en aquest cas, la
curcumina no produiria tant d’estrés metabolic i alhora suposaria un estimul que
incrementaria I'activitat metabolica cel-lular, traduint-se en aquest increment de
l'activitat ALP. Aquest efecte no ha de ser necessariament deleteri, ja que la
disminucié del metabolisme cap a una relativa quiescencia €s una estrategia de
resisténcia d’algunes cél-lules leucémiques, que d’aquesta manera no es veuen
afectades pels tractaments.

Cal recordar que, encara que s’hagi utilitzat per detectar cél-lules mare
leucémiques, la fosfatasa alcalina és un enzim present en una gran varietat de
tipus cel-lulars i implicat en molts processos metabolics. La complexitat dels
efectes observats en els nivells d’activitat de 'ALP podria respondre a variacions
del metabolisme cel-lular, i és possible que s’hagi d’entendre com la
conseguencia de multiples canvis cel-lulars que pot estar produint la curcumina,
meés que com l'inici d’'una cascada o una diana a la qual afecti directament. Aixi,
en les 183 i les Mecl, la curcumina produiria una reduccio de l'activitat ALP en
disminuir parcialment el metabolisme cel-lular, mentre que en les EHEB podria
augmentar-la com a consequéncia de produir estrés cel-lular, al qual les cel-lules
respondrien amb un augment del metabolisme. Cal recordar que les EHEB s6n
la linia estudiada amb menys signes de transformacié maligna'®, un fet que
podria explicar en part que la curcumina exercis un efecte diferent sobre aquest
model.

L’efecte de la curcumina sobre I'activitat ALP va ser molt més evident en les
cel-lules leucémiques dels cultius primaris. En la majoria dels casos, la
curcumina va reduir el percentatge de cel-lules amb activitat ALP incrementada.
Aquest efecte podria ser important a I'hora de sensibilitzar les cél-lules de la LLC
als tractaments, sobretot aquelles més primitives o amb un fenotip de cél-lula
mare més refractari, i podria afavorir a llarg termini remissions completes o, Si
més no, més prolongades, fins i tot plantejant terapies simultanies dirigides
contra la fosfatasa alcalina. Des del punt de vista dels tractaments cronics,
'administracio de la curcumina, individualment o en combinacié amb determinats
farmacs, podria suposar un regim nutrioncologic experimental de manteniment,
amb pocs efectes adversos sobre els pacients, que permetés mantenir latents
els possibles romanents de cél-lules leucémiques, permetent aixi mantenir una
MMR baixa i retardant o evitant la progressio de la malaltia.
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Les analisis de la fosfatasa alcalina realitzades en els cultius primaris s’han basat
en el protocol préviament descrit pel nostre grup de recerca per a la deteccié de
poblacions de cél-lules leucémiques primitives (Rico et al. 2016)°¢, i utilitzat
posteriorment en un estudi prospectiu amb mostres de pacients de leucemia
mieloide aguda®’. Malgrat que de moment no permeten extreure conclusions
definitives, ja que el temps de seguiment ha estat massa curt, les analisis dels
nivells d’activitat de la fosfatasa alcalina realitzades sobre el total de mostres de
pacients de LLC (n = 52) poden ser de gran utilitat pel disseny d’un futur estudi
prospectiu, una vegada s’hagi pogut estudiar la seva possible associacié amb el
curs clinic dels pacients.

Efectes de la curcumina sobre el cicle cel-lular

Pel que fa al cicle cel-lular, la curcumina va produir clarament un bloqueig de
cel-lules en la fase S. Aquest efecte pot ser a causa de la inhibicié que exerceix
la curcumina sobre diferents ciclines®®. Esta descrit que la curcumina produeix
bloqueig del cicle cel-lular, que s’ha pogut observar en diferents fases. Alguns
articles descriuen que es produeix en fase G2M i/o G0G16%.62.22%-231 ' mentre que
d’altres el situen entre les fases S232, G1 i S8:233 g entre S i G2M200234 Es
possible que la fase del cicle cel-lular en qué es produeix el bloqueig estigui
determinada per multiples factors, i que pugui variar en funcié del tipus de cancer
o leucémia. En el cas de la LLC, sembla molt evident que el bloqueig es produeix
en la fase S, ja que aquest resultat es va obtenir inequivocament per totes tres
linies cel-lulars estudiades. Fins on coneixem, aquest és el primer estudi que
descriu en quina fase del cicle cel-lular produeix bloqueig la curcumina en models
de LLC.

Els farmacs estudiats van produir bloqueig en diferents fases del cicle cel-lular, i
aguest efecte va ser diferencialment modulat amb la combinaci6 amb la
curcumina. L’'etopdsid, per exemple, va produir bloqueig en fase G2M, i la
curcumina va exercir un efecte aparentment antagonista en alguns casos, ja que
en produir bloqueig en fase S, va disminuir el percentatge de cél-lules
bloquejades en fase G2M. Pel que fa a la camptotecina, va produir bloqueig
igualment en fase G2M, i també en fase S. La colquicina va produir bloqueig tant
en fase S com G2M, sent més important el bloqueig en fase S per les 183 i les
EHEB, i en fase G2M per les Mecl. La citarabina i la fludarabina van produir
blogueig sobretot en fase S, i en algun cas, també en G2M. Aquests resultats
indiquen que tots els farmacs testats afecten la progressio del cicle cel-lular, i
que la curcumina, en alguns casos pot augmentar aquest bloqueig i en d’altres
disminuir-lo, malgrat que aquesta modulacié no sembla guardar especial relacio
amb I'efecte sinergic produit sobre la toxicitat.

182



Efectes de la curcumina sobre la citomorfologia

La curcumina i els farmacs estudiats van produir diferents efectes sobre la
citomorfologia de les linies de LLC. Els efectes que es van observar amb més
frequéncia i de forma inequivoca van ser l'increment de mida de les cél-lules i
nuclis i la deformacié d’aquests; la compactacio de la cromatina i fragmentacio
del nucli; I'aparicid de petites vesicules al citoplasma; la vacuolitzacio; i la
presencia de cossos apoptotics i cél-lules en diferents fases de mort cel-lular. Hi
ha altres efectes que no es van tenir en compte per no produir-se de forma tan
evident, com son l'increment de la basofilia, que podria dependre de petites
variacions de la tinci6 en preparacions independents; o [Iaparicid6 de
deformacions de la membrana cel-lular, que en cap cas van ser tan evidents com
per poder assegurar que fos un efecte del tractament i no un artefacte.

En primer lloc, I'increment de mida de les cél-lules i/o els nuclis, la deformacio
d’aquests i 'aparicié de cel-lules polinucleades sén consequéncies d’'un bloqueig
del cicle cel-lular que impedeix la cariocinesi i/o la citocinesi. Pel que fa al segon
efecte, la compactacié de la cromatina i la fragmentacio del nucli, podria ser una
altra consequéncia del bloqueig del cicle, perd en aquest cas, en comptes d’un
increment de mida del nucli, es produiria la pérdua de la seva integritat. Aquest
efecte podria estar relacionat amb un bloqueig en fases més avancades del cicle
cel-lular (metafase o anafase), en que la membrana nuclear es disgrega per
facilitar la segregacié dels cromosomes. Els fragments de cromatina observats
presentaven un empaquetament semblant al dels cromosomes, tot i que
semblaven més arrodonits i resulta més prudent parlar de fragments nuclears.
Cal recordar que la disgregacié de I'embolcall nuclear, la condensacié de la
cromatina i la seva fragmentacié, sén algunes de les caracteristiques de les
cel-lules que entren en apoptosi?®, de manera que resulta dificil determinar si els
efectes observats responen a un bloqueig del cicle o a una entrada en apoptosi,
dos processos que, a més, estan estretament relacionats.

L’'increment de mida dels nuclis i la preséncia de cél-lules polinucleades es va
observar sobretot en les 183, amb tots els tractaments excepte la colquicina, que
va produir fragmentacio nuclear en els tres models estudiats. En canvi, en les
Mecl va ser més frequent la fragmentacié del nucli, que es va produir amb tots
els tractaments excepte I'etopdsid i la camptotecina. Aixi, pel que fa a les linies
cel-lulars, les 183 tindrien més tendéncia a incrementar el material genétic
mantenint la integritat del nucli, mentre que les Mecl serien més susceptibles a
fenomens de compactacio de la cromatina i fragmentacio del nucli. Pel que fa a
farmacs, sembla clar que I'etopodsid i la camptotecina produeixen un increment
de la mida nuclear, ja que aquest efecte es va observar en totes tres linies. Aixi
doncs, sembla que el bloqueig de les topoisomerases Il i | respectivament
generaria aquest efecte. L’explicacio d’aquest fenomen seria que [I'accio
d’aquests farmacs es produeix sobretot en fase S i G2, en qué s’acumulen
trencaments i defectes en el DNA a causa de la inhibicid d'aquests
enzims158161.163 Tot j aix0, en tractar-se de cel-lules leucémiques, el cicle en
molts casos progressa, encara que no sempre es pot completar i es produeix
una acumulacié de DNA sense que s’arribin a segregar els nuclis o les cél-lules
filles. La colquicina, en canvi, va produir fragmentacié del nucli, ja que la inhibicié
de la polimeritzaci6 de microtubuls que indueix atura el cicle cel-lular en la
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mitosit®’. Tot i produir bloqueig preferentment en fase S, la curcumina, la
citarabina i la fludarabina no van ser tan especifiques, i van produir acumulacié
de DNA i increment de mida del nucli en les 183, mentre que en les Mecl van
produir fragmentacio del nucli, probablement com a conseqiiéncia de I'entrada
en apoptosi.

La formacio de petites vesicules i la vacuolitzacié no van ser tan especifiques de
farmac com de la linia cel-lular i del nivell d’afectacié de les cel-lules. La
preséncia d’algunes vesicules s’observava en totes tres linies cel-lulars ja als
controls. Determinats tractaments (camptotecina, fludarabina i, en menor
mesura, etoposid), en van augmentar el nombre drasticament, sobretot en les
I183. En les Mecl i les EHEB s’observava la formacié d’algunes vesicules amb
els tractaments, pero en molt menor nombre que en les 183. En canvi, la formacié
de vacuols d’'una mida considerable es va produir només en les EHEB, amb tots
els farmacs testats. Amb el tractament amb citarabina es va produir una certa
vacuolitzacio en les Mecl, tot i que els vacuols produits eren de mida menor i
menys abundants que els observats en les EHEB. Aixi, la formacié de vesicules
i vacuols no sembla ser un efecte especific de determinats farmacs, sin6 més
aviat una resposta d’algunes cél-lules davant els danys produits.

La formacié massiva de vesicules i la formacié de vacuols semblaven
relacionades amb el grau d’afectacio cel-lular, sent normalment major el nombre
de vesicules i la mida dels vacuols en les cél-lules amb més alteracions. Aixo fa
pensar, tot i que amb la metodologia utilitzada no es pot determinar, que pugui
tractar-se de vesicules i vacuols d’autofagia. Les vesicules, per mida, podrien
correspondre a autofagosomes, que corresponen a la primera fase de 'autofagia
en gue els organuls son englobats per membrana i que en cel-lules de mamifers
solen tenir una mida entre 0,5 i 1,5 um. Els vacuols podrien correspondre a
autolisosomes o vacuols d’autofagia, que son resultat de la fusiéo dels
autofagosomes amb els lisosomes?®. L’autofagia és un mecanisme que activen
algunes cel-lules davant situacions d’estrés, per eliminar organuls, proteines i
altres constituents interns danyats i obtenir molécules i energia per mantenir el
metabolisme. Es tracta d’'un mecanisme complex, que tant pot promoure la
supervivencia cel-lular com, en d’altres casos, acabar induint la mort de la
cel-lula. lgualment, mentre que en alguns casos I'autofagia pot ser un mecanisme
prooncogenic que afavoreixi la supervivéncia de les cel-lules canceroses, en
altres casos pot actuar com un mecanisme que evita la iniciacio i progressio
oncogenica, en eliminar les proteines i organuls aberrants i desencadenar la mort
cel-lular en les cel-lules més afectades?36-2%°. El fet que, a diferéncia de les altres
dues linies cel-lulars, en les EHEB s’observés una vacuolitzacié important per
sobre d’altres efectes podria respondre al metabolisme d’aquesta linia, més
semblant al de les cél-lules no leucémiques. En tenir uns nivells de proliferacio
meés baixos, els efectes del bloqueig del cicle cel-lular no es manifestarien com
en les 183 i les Mecl, ja que en aquest cas les céel-lules afectades no podrien
progressar. En canvi, en resposta als farmacs, aquestes cél-lules activarien de
forma potent l'autofagia per eliminar organuls afectats i minimitzar els danys
produits?’. No es va observar en cap cas que la curcumina produis vacuolitzacié
ni formacio de vesicules suggestives de que estigués induint autofagia, tot i que
esta descrit que té un efecte modulador sobre aquest mecanisme?32:238.239,
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Tots els efectes descrits semblaven relacionats amb I'entrada en apoptosi d’'una
part de les cél-lules afectades, i amb tots els tractaments es va poder observar,
en major 0 menor mesura, la presencia de cossos apoptotics, el que demostra
que aquests tractaments sén més o menys eficagos per induir la mort de les
cel-lules leucémiques. La combinaci6 amb curcumina no va generar canvis
citomorfologics addicionals, pero si que, en alguns casos, va avangar I'aparicié
dels efectes o va incrementar I'afectacié i el nombre de cossos apoptotics,
sobretot en les Mecl.

Efectes de la curcumina sobre la produccio cel-lular de ROS

Ha quedat confirmat que la curcumina pot tenir un efecte modulador sobre el
metabolisme de ROS en la LLC. La curcumina, per si sola va augmentar
lleugerament els nivells cel-lulars de ROS en les diferents linies cel-lulars
estudiades. Aquests resultats es corresponen amb el que hi ha descrit en la
bibliografia, i apunten a que aquest podria ser un potencial mecanisme pel qual
la curcumina pot induir apoptosi de forma selectiva en les cél-lules
leucemiques®®?1%3, No obstant aix0, combinada amb el TBHP, un agent pro-
oxidant potent, la curcumina va disminuir la citotoxicitat produida per aquest
compost. Aquest efecte també és coherent, tenint en compte que la curcumina
és antioxidant i esta descrit el seu elevat potencial per captar i neutralitzar
especies reactives de 'oxigen8”:88.150.151 - Ajxj I'efecte observat es podria tractar
unicament d’antagonisme quimic, pero alhora fa pensar que la curcumina podria
tenir un efecte negatiu en combinacié amb alguns farmacs que actuin promovent
la produccié de ROS.

Val la pena remarcar que la curcumina va tenir un efecte additiu o sinérgic per
tots els farmacs estudiats, i que en cap cas es va observar un efecte antagonista
significatiu. Tenint en compte que la curcumina té un mecanisme d’accié d’ampli
espectre, afectant multiples vies metaboliques, és esperable que produeixi un
efecte sinergic amb la majoria de farmacs, fins en el cas que pogués actuar
antagonicament en alguna via especifica, com podria ser reduint I'oxidacié.
D’altra banda, cal remarcar també que el TBHP actua més amb un efecte quimic
gue no pas farmacologic, com a agent prooxidant poc selectiu que indueix un fort
estres oxidatiu en les cel-lules, sense generar gaires més efectes fora dels
derivats de l'oxidacié'®?, i que per tant, és normal que sigui neutralitzat
parcialment per un antioxidant com la curcumina, ja que la seva acci6é es basa
de forma molt exclusiva en aquesta produccié de ROS. Aquest model d’accié no
seria el de la majoria dels farmacs, que actuen de forma més selectiva i afectant
normalment dianes biologiques per generar un efecte fisiologic a través de
mecanismes farmacologics, més que no pas quimics.

Com a apunt, el PMA no va induir la produccié de ROS en els models cel-lulars
estudiats. Aix0 fa pensar que les cél-lules estudiades podrien ser resistents a
esters de forbol.
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Efectes de la curcumina sobre I’extrusio de farmacs

Un dels principals mecanismes de resisténcia i evasio als tractaments
antineoplasics per part de les cel-lules tumorals és I'extrusi6 de farmacs
mitjangant bombes ATP o transportadors de farmacs314111 | a curcumina ha
estat descrita com un important agent inhibidor d’alguns d’aquests
transportadorst03105111,112.114 - per aquest motiu, es va voler avaluar aquest
mecanisme de resistencia en les diferents linies de LLC estudiades i I'efecte que
podia tenir la curcumina modulant-lo.

L’existéncia de multiples transportadors de farmacs, amb diferents especificitats
i expressats de forma diferencial entre cel-lules, fa que la interpretacié dels
resultats de les analisis sigui relativament complexa. Determinats substrats
poden incrementar la intensitat de fluorescencia de les cél-lules amb I'addicié
d’'uns determinats inhibidors, pero no amb l'addicié d’'uns altres. Aix0 seria a
causa que el substrat esta sent extrudit per uns transportadors que son inhibits
per un inhibidor, pero no per l'altre. A més, els transportadors poden presentar
mutacions que tinguin com a efecte la resisténcia a I'efecte de l'inhibidor, i els
propis inhibidors poden ser també extrudits, generant un efecte de competicié
amb el substrat fluorescent. També pot donar-se el cas contrari, que un inhibidor
aparentment no sembli tenir cap efecte, perqué no afecta a la concentracid
intracel-lular d’'un substrat, i que en canvi si que afecti a I'extrusié d’un altre. Per
afegir complexitat, cal tenir en compte el grau d’activacié cel-lular, el grau
diferencial d’expressié de transportadors i I'expressio simultania de diferents
transportadors, fins i tot de formes mutants. Tot plegat fa que normalment calgui
realitzar diverses analisis i interpretar els resultats obtinguts abans de poder
extreure conclusions de I'efecte que realment s’esta observant.

Els resultats obtinguts indiquen, en primer lloc, que totes tres linies cel-lulars
tenen capacitat d’extrusié de farmacs. Les 183 serien les que tindrien la major
capacitat d’extrusid, i per aixo I'efecte inhibitori de la curcumina va ser molt
important. En les altres dues linies cel-lulars, I'efecte seria menor perque
I'extrusié basal de MTX, el substrat fluorescent, era inferior. Com més important
és la capacitat d’extrusié de farmacs d’una ceél-lula, més important sera I'efecte
observat en inhibir aguest mecanisme. A diferéncia de les 183, es va observar
gue la subpoblacio 183 diploide no extrudia MTX. La rad podria ser que, en tenir
el material genétic duplicat, les cel-lules I83 tetraploides expressarien més
transportadors, i per tant extrudirien més MTX. Les 183 diploides és probable que
també n’extrudissin, amb una activitat massa reduida per ser detectable amb les
condicions establertes i amb les concentracions de MTX utilitzades.

En segon lloc, es confirma que la curcumina té capacitat d’inhibicié dels
transportadors de farmacs. Aquesta inhibicio sembla fins i tot més potent que la
que va produir I'l1, linhibidor experimental estudiat. Aparentment, 'MTX no
semblava ser extrudida per les Mecl quan es va utilitzar 11 com a inhibidor, en
canvi, en utilitzar la curcumina es va veure que si que era transportat. El motiu
que préviament no s’hagués detectat aquesta extrusié podria ser que I1 no
inhibeixi algun transportador expressat en les Mec1 responsable de I'extrusié de
I'MTX, ja que és un inhibidor especific. El compost |1 €s un compost experimental
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que té caracteristiques similars a la fumitremorgina C, una toxina fungica
inhibidora del transportador de farmacs ABCG224%241, En canvi, la curcumina
produeix una inhibici6 més inespecifica i que afecta una major varietat de
transportadorst03105111,112114 - geqgons la bibliografia, la curcumina seria un
inhibidor competitiu®, actuaria com a substrat de les bombes transportadores,
contribuint a la seva saturacio i reduint aixi la seva capacitat d’extrusié d’altres
compostos.

En tercer lloc, els resultats obtinguts demostren que els diferents farmacs
estudiats interactuen amb els transportadors de farmacs. No queda clar amb
aguests experiments, si actuen com a inhibidors no competitius o bé com a
substrats. En aquest segon cas, la implicacio clinica seria major, ja que indicaria
gue aquestes cel-lules tenen certa resistencia als farmacs estudiats a causa de
la seva expulsio del citosol. Sigui com sigui, la intensitat d’aquesta interaccio
seria moderada per fludarabina, citarabina i venetoclax, mentre que seria potent
en el cas de l'ibrutinib. La curcumina, en ser administrada en combinacio, va
augmentar lleugerament I'efecte inhibitori sobre els transportadors. En canvi, va
tenir molt poc efecte combinada amb l'ibrutinib. Aquest fet es pot atribuir a que
aguest farmac ja devia produir una inhibicié dels transportadors propera al 100%
per si sol.

A nivell practic, els resultats obtinguts indiquen que la curcumina té capacitat
d’inhibicié dels transportadors ABC i podria suposar una bona opcio alternativa
per incrementar les concentracions intracel-lulars de diversos farmacs i
potenciar-ne I'efecte en la LLC. Aix0 podria tenir efectes beneficiosos a nivell
terapéutic en permetre reduir les dosis dels tractaments mantenint I'efecte, i com
a mitja per combatre la resisténcia a farmacs.

Efectes de la curcumina sobre I’activitat caspasa

Per a I'analisi de I'efecte de la curcumina sobre l'activitat de les caspases, es va
posar a punt una tecnica per a la deteccié generica de caspases activades,
utilitzant una sonda profluorogenica compatible amb 'espectre d’emissio de la
curcumina. Les analisis es van realitzar sobre cultius primaris, ja que hi ha
diverses caracteristiques que els fan més adequats que els models cel-lulars per
avaluar I'efecte sobre aquest mecanisme. En primer lloc, cal tenir en compte que
els models cel-lulars estan constituits per cel-lules immortalitzades i normalment
tenen nivells basals d’apoptosi molt reduits, de manera que podria ser que no
s’observés activacio de les caspases, i en cas d’observar-se, podria diferir de la
resposta que realment tindrien les cel-lules leucémiques no immortalitzades. A
mes, per tal d’avaluar I'entrada en apoptosi €s millor tenir certa heterogeneitat
cel-lular, amb cel-lules més sensibles i més resistents, ja que les cél-lules que no
activen les caspases son un control intern excel-lent i una referéncia per avaluar
I'efecte produit, en funcié del percentatge de cél-lules que si que les activen. En
el cas d’un cultiu molt homogeni, I'entrada en apoptosi podria ser molt uniforme,
i no permetria extreure gaire informacié sobre poblacions minoritaries i resistents.
Finalment, en cultius primaris é€s possible analitzar I'activitat de les caspases
conjuntament amb altres marcadors fenotipics, de manera que es poden avaluar
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diferéncies en la sensibilitat a 'apoptosi i detectar subgrups de ceél-lules molt
resistents.

Com s’ha comentat préviament, un valor afegit d’aquest estudi ha estat la
determinacié de les condicions optimes per realitzar I'analisi, que han permés
proposar i desenvolupar un nou protocol de deteccio de l'activitat caspasa en
cel-lules de LLC compatible amb la incubacio amb curcumina. Les necessitats
metodologiques han passat per trobar el moment optim de deteccidé de les
caspases actives, aixi com per obtenir diferents resultats valids de la resposta al
llarg del temps. La complexitat de la preparatoria i la limitacié del nombre de
mostres disponibles ha impedit obtenir una major quantitat de resultats definitius.
En estudis futurs que es realitzin utilitzant aquest protocol, caldra realitzar
préviament un cribatge sobre un nombre de mostres més gran, cobrint el maxim
ventall de temps possibles, a fi d’acabar de validar els resultats obtinguts i
determinar amb més precisio els temps optims d’incubacié i analisi. L’objectiu
seria determinar I'evolucio de I'activacié de les caspases al llarg del temps des
de Il'inici d’'un estimul, i determinar en quin moment és més adequat realitzar les
analisis. Segons les dades obtingudes en aquesta Tesi, sembla que el moment
optim per a la detecci6 de caspases actives se situaria al voltant de les 24 hores
després de I'estimul que n’indueix I'activacio. Els periodes de temps inferiors a
12 hores podrien ser insuficients perqué s’hagués produit una resposta, i a 48
hores o més, sembla que la resposta comenca a estar esgotada. Tot i aixo, €s
probable que hi hagi nivells de resposta diferents entre els pacients estudiats,
aixi com diferencies en el moment en qué es produeix el pic de maxima activitat.
D’altra banda, en tractar-se de LLC, no es pot descartar que estudiant certes
mostres no s’observi una resposta en cap moment, malgrat comprometre la
integritat de la membrana cel-lular, i que les cel-lules acabin morint per
mecanismes independents de caspases. Tot i que sembla que la resisténcia de
la LLC a I'apoptosi no és causada directament per defectes en les caspases,
I'afectacio de factors upstream de les vies intrinseca i extrinseca podria limitar-
ne l'activaci§%8-79,

Un altre factor que cal tenir en compte per a 'analisi sén les condicions en que
es realitza la incubacié amb la curcumina i els farmacs. L’analisi dels nivells de
caspases directament sobre sang sense lisar, envellida durant dies a
temperatura ambient, va donar bons resultats per a realitzar una analisi basal.
No obstant, els estudis consistents en afegir curcumina i altres possibles farmacs
sobre cultius primaris requereixen tenir en compte parametres com el temps
transcorregut des de I'extraccié de la mostra, el temps transcorregut des de la
sembra de les cel-lules, i el temps que han estat en incubacié amb la curcumina
o els farmacs. Igualment, es fa necessari determinar el punt optim per iniciar la
incubacid amb els farmacs, per tal que la resposta de les cel-lules es vegi
minimament afectada per altres variables. Les proves realitzades semblen
indicar que el moment optim per iniciar la incubacié amb els farmacs no es
correspondria amb el mateix moment de sembrar les cel-lules, ja que els nivells
basals de caspases poden estar més elevats com a consequiiéncia de la
manipulacio de la mostra. D’altra banda, si ha transcorregut massa temps des
de la sembra i el cultiu comenca a envellir-se, la resposta a qualsevol estimul
d’activacié sera menor.
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La curcumina va augmentar els nivells de caspases actives només en una de les
mostres estudiades. Aquesta resposta es va produir en un moment molt concret,
a les 24 hores d’incubacio, i passades 24 hores més ja no es detectava cap
efecte. Aixd0 confirma que I'activacio de les caspases és un fet puntual en el
transcurs de I'apoptosi, que té el seu pic en un moment especific del temps.
Malgrat les limitacions en la mida mostral d’aquest estudi, el resultat positiu
obtingut apuntaria a que la curcumina té la capacitat d’activar les caspases, tal
com havien descrit estudis previs®3’:-"3 amb variacions possiblement
relacionades amb factors clinics i biologics dels pacients. Cal remarcar que els
cultius primaris no van evidenciar un augment de les caspases amb la incubacié
amb curcumina, i tampoc ho van fer amb la incubaci6 amb fludarabina ni
camptotecina, el que fa pensar que les cél-lules de la LLC podrien ser molt
refractaries a l'activacioé de les caspases, i que passat cert temps, les cel-lules
viables romanents no activarien aquesta via ni tan sols en ser sotmeses a
estimuls molt potents.

Finalment, és important remarcar que la curcumina va augmentar en major o en
menor mesura el percentatge de cél-lules amb pérdua de la integritat de la
membrana cel-lular en la majoria d’analisis de sinergisme realitzades en aquesta
Tesi Doctoral, el que indicaria que té efecte citotoxic i la capacitat d’induir
apoptosi en una part del total de les cel-lules estudiades. El fet que I'efecte en
I'activacié de les caspases fos tan reduit apuntaria a que la curcumina esta
activant l'apoptosi per altres vies, independentment de lactivacié de les
caspases, com ha estat descrit en estudis previs’#’. Aquest fet és de gran
importancia, ates que implicaria que la curcumina tindria la capacitat d’induir
apoptosi en cél-lules amb mutacions i canvis metabolics que comprometen
aguesta via, de manera que podria ser una opcioé adequada per complementar
els tractaments i potenciar-ne l'efecte en pacients amb aquestes
caracteristiques. Per la seva gran rellevancia clinica, I'estudi de I'activitat de les
caspases en pacients amb LLC i el potencial efecte inductor de la curcumina
s’haura d’investigar amb més profunditat en propers estudis, mirant d’establir
possibles associacions amb altres biomarcadors i augmentant la mida mostral.

Limitacions

Els estudis realitzats han estat subjectes a certes limitacions. En primer lloc, els
cultius cel-lulars s’han realitzat en condicions de normoxia, €s a dir, amb una
concentracio d’oxigen del 21%. Tot i que la majoria d’estudis in vitro es realitzen
d’aquesta manera, cal remarcar que no és I'0ptim, ja que les condicions
fisiologiqgues en qué es troben les cél-lules en l'organisme sén de baixes
concentracions d’oxigen, al voltant del 2-10%. Aquesta diferéncia de la
concentracio d’oxigen pot generar canvis en I'expressié de gens, en la presencia
de molécules d’adhesid, en les taxes de proliferacié i supervivencia, o en la
resisténcia a farmacs?#2. Cal afegir que les cél-lules més primitives i resistents,
entre elles les cél-lules mare, se solen situar a la medul-la 0ssia, on es troben les
concentracions d’oxigen més baixes, i que podrien promoure una elevada
resisténcia a diferents farmacs i a la curcumina?43.
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En el mateix sentit, cal puntualitzar que en la LLC les cel-lules en proliferacié es
concentren a la medul-la i els noduls limfatics, mentre que les cél-lules que es
troben circulant a la sang estan, en la seva majoria, en fase GOG1 del cicle
cel-lulart®4, Aixi doncs, les mostres disponibles no sempre serien les optimes per
estudiar les cel-lules més proliferatives i que, probablement sén les més
importants per la progressié i manteniment de la malaltia malgrat els tractaments.
El disseny dels experiments ha respost a la disponibilitat de les mostres, ja que
les mostres de medul-la dssia sén molt menys abundants i normalment es
requereix la practica totalitat del volum obtingut per a les analisis cliniques que
es realitzen.

Pel que fa als estudis amb linies cel-lulars, cal remarcar que la LLC és un tipus
de leucémia que presenta dificultats per establir-se en linia immortalitzada!®, de
manera que la varietat de linies que es pot trobar és limitada i en molts casos,
presenten problemes com un creixement molt lent i amb dificultats de cultiu, o
I'adquisicio d’alteracions, derivades de la immortalitzacié, com poden ser perdua
de CD5%41% canvis en les taxes de proliferacid, canvis morfologics, de
compactacio de la cromatina... Totes aquestes alteracions fan que les linies amb
que es treballa s’allunyin de les caracteristiques originals de la malaltia.

Finalment, les analisis sobre sinergisme han estat subjectes a les limitacions de
coneixement actuals de la LLC. Encara que els tractaments es dirigeixen a reduir
i eliminar la preséncia de les cel-lules leucémiques en sang, aquest no seria el
principal objectiu per assolir la curacio de la LLC, ja que en principi, 'origen de la
malaltia es trobaria en subpoblacions de ceél-lules més primitives, refractaries i
molt minoritaries. Aquestes cél-lules, que sembla que es podrien trobar en el
compartiment de les HSC®?, s6n encara molt desconegudes, i serien clau en el
manteniment de la malaltia a llarg termini i les recaigudes, i haurien de ser la
diana dels tractaments per tal d’assolir la curacié. Malgrat I'aveng¢ del nou metode
implementat per detectar els nivells de fosfatasa alcalina i cel-lules leucemiques
meés primitives i resistents, la identitat real de les cel-lules responsables de la
refractarietat de la LLC segueix encara sent una incognita. Tot i aquesta limitacié
val la pena remarcar que, com que la progressio de la LLC sol ser lenta i la
malaltia sol apareixer en edats avancades, els sistemes de tractament actuals
es poden considerar prou adequats, ja que en la majoria dels casos permeten
controlar i cronificar la malaltia, permetent dur un estil de vida practicament
normal en molts casos. L’aparicié novament de malaltia i la seva progressié cap
a fases més agressives és el principal problema que pot acabar-se donant a llarg
termini. En aquest sentit, la curcumina podria ser un complement efica¢ per
allargar aquests terminis i per fer que els tractaments tinguin menys efectes
adversos i influeixin menys negativament en la qualitat de vida dels pacients.

Resum i futurs estudis

Com s’ha comentat préviament, la LLC és una malaltia hematoldgica d’elevada
incidéncia en paisos occidentals®3, que suposa una important reduccié de la
qualitat de vida dels pacients. Malgrat no ser una de les leucemies més
agressives ni presentar unes taxes de creixement especialment elevades, les
cel-lules d’aquests pacients presenten una sensibilitat a I'apoptosi molt reduida i
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un elevada resisténcia als tractaments®8, tal com s’ha pogut demostrar en
aquesta Tesi Doctoral. La LLC es comporta com una malaltia cronica, que acaba
reapareixent amb el temps després dels tractaments, i que va progressant cap a
estadis més avancats, amb uns simptomatologia més severa i limitant pels
pacients i una major resisténcia a les terapies, les quals han anat evolucionant
al llarg dels anys a fi d’adequar-se als requeriments terapeutics i limitacions de
salut d’aquests pacients24,

Cada vegada es fa més evident la importancia de I'alimentacio, aixi com d’altres
habits de vida, a I'hora de mantenir una bona salut, que acaba sent fonamental
en la prevencié de moltes malalties. Tot i que el component genétic té un paper
cabdal en el desenvolupament de molts tipus de cancer i leucemia, molts factors
ambientals, com son l'alimentacio i els habits de vida saludables, poden acabar
tenint un paper clau a I'nora de prevenir les neoplasies, i fins en el cas que
s’acabin donant, millorar la resposta i recuperacié de I'organisme enfront els
danys produits per la quimioterapia, el que acaba sent decisiu en el pronodstic de
qualsevol malaltia. Alhora, cal fer emfasi en la realitat bioquimica de molts
aliments i compostos naturals, sobretot quan és frequient trobar casos en que,
per desconeixement, s’engloba la fitoterapia en el grup de les pseudociéncies.
No s’ha d’oblidar que la farmacologia té els seus inicis en I'us d’ingredients
naturals amb principis actius, i que molts dels medicaments utilitzats avui dia
tenen l'origen en compostos vegetals utilitzats des de fa segles. Aixi doncs, a
part de la seva importancia en I'alimentacié per mantenir una bona salut, molts
compostos naturals poden exercir un verdader efecte farmacologic en
'organisme, afectant enzims o vies metabdliques tal i com ho poden fer els
principis actius dels farmacs, salvant la distancia de la dosi. En aquest sentit, I'Us
de complements alimentaris o compostos vegetals amb una baixa toxicitat
resulta una via de gran interés per complementar les terapies, amb capacitat per
potenciar tractaments, reduint les dosis de farmacs i els efectes adversos. Tenint
en compte la naturalesa cronica de la LLC i que molts dels pacients que la
contrauen soOn d'edat avangada i presenten altres comorbiditats, resulta
especialment rellevant el potencial is de compostos naturals que contribueixin a
millorar la qualitat de vida dels pacients i permetin mantenir I'efecte dels
tractaments reduint-ne les dosis.

Els estudis realitzats en aquesta Tesi Doctoral s’han centrat en la curcumina, un
polifenol obtingut de la circuma, com a compost nutraceutic amb potencial per
actuar com a coadjuvant de les terapies. La curcumina ha estat estudiada en
molts tipus de cancer pels seus efectes quimiosensibilitzadors, proapoptotics i
antioxidants, entre d’altres®®5%.87.88 Precisament pel seu potencial proapoptotic,
resulta de gran interés pel tractament de la LLC, i curiosament, val la pena
remarcar que aquesta malaltia tan freqlient en paisos occidentals és una malaltia
minoritaria en paisos asiatics?, on hi ha un major consum quotidia de circuma,
malgrat que no s’ha estudiat la importancia d’aquesta variable concreta en
aguest fet, que probablement esta influit per parametres genetics i moltes altres
variables ambientals. Com s’ha vist amb els diferents experiments realitzats, la
curcumina s’ha mostrat efectiva en la potenciacié sinéergica de la citotoxicitat de
diversos farmacs, tant sobre models cel-lulars derivats de LLC com en els cultius
primaris establerts a partir de mostres de sang periferica de pacients amb
aquesta malaltia. A més, la curcumina ha demostrat la capacitat de produir
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bloqueig del cicle cel-lular i de modular vies metaboliques i enzims clau, com son
la produccié cel-lular de ROS, I'extrusio de farmacs, els nivells d’activitat ALP de
les cel-lules i I'activacié de les caspases, amb els diferents matisos que s’han
anat comentant en els respectius apartats.

En conjunt, els resultats obtinguts indiquen que la curcumina té el potencial per
incrementar I'efecte de diversos farmacs i modular mecanismes que poden
afavorir 'entrada en apoptosi de les cél-lules o I'eliminacié de forma més eficient
de les cel-lules més refractaries. Alhora, s’han trobat variacions importants, tant
entre els diferents models cel-lulars utilitzats com entre cultius primaris, el que fa
pensar que I'efecte de la curcumina pot ser molt variable en funcié de I'estat clinic
dels pacients. En aquest sentit, caldra realitzar més estudis per confirmar amb
una major mida mostral alguns dels resultats obtinguts, i alhora aprofundir en
'impacte genétic i mutacional dels pacients en la resposta. A més, havent
confirmat la utilitat de la citdbmica funcional per aquest tipus d’analisis, es pretén
gue aquesta Tesi pugui servir com una base per a futures investigacions basades
en metodologies similars, estudiant el potencial efecte de la curcumina sobre
altres neoplasies, aixi com afavorint el cribatge de multiples compostos naturals
amb potencial per actuar com a adjuvants en les terapies actuals. Finalment,
esperem que aquests estudis puguin representar una aportacio en la recerca per
tractar la leucémia, i que en la vessant clinica concretament, hagin pogut servir
per contribuir donar a conéixer millor el paper de la nutrioncologia com a camp
poc estudiat i amb un gran potencial per millorar I'efectivitat dels tractaments i la
qualitat de vida dels pacients.
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Conclusions






10.

La curcumina ha demostrat un efecte sinergic en combinacio amb diversos
farmacs estudiats, confirmant el seu potencial com a adjuvant en les terapies.

La curcumina mostra activitat sobre diferents mecanismes relacionats amb
'apoptosi i la sensibilitat a farmacs de les cél-lules de la LLC, com sén la
modulacié de les espécies reactives de l'oxigen i dels transportadors de
farmacs.

A nivell general, els resultats obtinguts demostren que la curcumina té
activitat proapoptotica en les cél-lules de la LLC.

La curcumina demostra un potencial elevat per erradicar les cél-lules amb
caracteristiques de cél-lula mare més primitiva i refractaria.

L’efecte de la curcumina podria variar considerablement en funcioé del pacient
i del farmac amb qué es combini.

La citomica funcional demostra una gran utilitat per a I'estudi del metabolisme
cel-lular, aixi com per identificar cel-lules molt minoritaries implicades amb la
refractarietat gracies a la combinacio d’analisis fenotipiques i funcionals.

Els nous métodes desenvolupats poden ser aplicables a I'estudi d’altres tipus
de cancer hematologic o cancer solid.

La curcumina té una toxicitat baixa sobre cél-lules normals. Es important
remarcar que la curcumina pot interferir amb alguns farmacs i produir efectes
negatius, un factor a tenir en compte de cara a un hipoteétic Us com a adjuvant
en els tractaments.

Els resultats obtinguts confirmen el valor de la curcumina com a principi
natural actiu i de baixa toxicitat, amb potencial en el camp de la
nutrioncologia.

Es necessari plantejar nous estudis que permetin avaluar clinicament I'efecte
de compostos nutriceutics com la curcumina, garantint la seguretat dels
pacients i alhora permetent la transferéncia dels resultats quan s’estudien
compostos no patentables amb potencial per millorar els tractaments.
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Taula suplementaria 1. Resultats numeérics dels efectes de la curcumina sobre la integritat de
membrana de les linies cel-lulars.

Concentracié | Integritat de
curcumina | membrana (%) o | T-Student

183
24h oM 96,38 0,17

5uM 93,73 0,07|1,64x10°***
48h ouM 97,37 0,21

5uM 93,31 0,66 0,0005**
72h ouM 96,68 0,30

5uM 95,95 0,29 0,04*

Mecl

24h ouM 83,89 1,37

5uM 78,47 1,44|  0,009%
48h ouM 91,46 0,47

5uM 88,38 0,42 0,001**
72h OouM 87,93 1,29

5uM 86,42 0,89 0,17

EHEB

24h ouM 79,68 0,78

5uM 75,58 1,08 0,006*
48h OouM 78,87 0,88

5uM 73,40 0,29( 0,00052**
72h oM 76,20 1,16

5uM 68,65 1,01 0,001**

A la columna T-Student s’indica el nivell de significacié. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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Taula suplementaria 2: Resultats numeérics dels efectes de la curcumina sobre la proliferacio de les
linies cel-lulars.

Concentracié Concentracié
. cel-lular o T-Student
curcumina (cal-lules/ul)
183
24h ouM 122,96 1,57
5uM 102,57 | 0,92 | 4,00x10°***
48h ouM 329,69 3,15
5uM 202,95 | 8,73 | 1,89x10°°***
72h OuM 731,92  |15,27
5uM 513,05 |13,16| 4,7x10°***
Mecl
24h | CurOum 80,77 3,91
CurspM 64,94 4,45| 0,0098*
48h |  CurOuM 199,23  |19,18
Cur5uM 182,97 3,51 0,222
72h | CurOum 39539 19,85
Cur5uM 279,52 |13,81| 0,001**
EHEB
24h | CurOuM 78,03 0,46
Cur5uM 75,10 0,43 | 0,0013**
48h |  CurOuM 89,42 0,46
CurspM 77,53 1,32 | 0,00012***
72h | CurOum 102,38 5,06
CurspM 83,02 4,27 | 0,007*

A la columna T-Student s’indica el nivell de significacié. * P < 0,05; ** P < 0,005, *** P < 0,0005.
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Taula suplementaria 3: Resultats numeérics dels efectes dels diferents farmacs i la seva combinacio
amb curcumina sobre la integritat de membrana de les linies cel-lulars.

183 Mecl EHEB
Integritat de Integritat de Integritat de
Concentracid membrana | o [ T-Student membrana | o | T-Student membrana | o | T-Student
(%) (%) (%)
Etoposid ouM 96,38 0,17 83,89 1,37 79,68 0,78
24h 0,1uM 9,19 |0,22 0,3 80,72 |1,03| 0,033* 76,80 |0,61| 0,007*
0,1uM+Cur5uM 92,83 0,15 | 2,46x10°*** 77,00 2,01| 0,046* 75,12 0,94 0,06
ouM 97,37 0,21 91,46 0,47 78,87 0,88
48h 0,1uM 97,13 0,18 0,2 88,28 1,55| 0,027* 74,90 1,40( 0,014*
0, 1uM+Cur5uM 91,45 0,69 | 0,00016*** 86,66 1,24 0,234 70,79 0,82 0,01*
oum 96,68 0,3 87,93 1,29 76,20 1,16
72h 0,1um 95,98 0,33 0,05 87,83 1,72 0,94 69,50 0,49| 0,00076**
0, 1uM+Cur5uM 92,96 0,27| 0,00025*** 78,17 2,47| 0,0051* 62,29 0,42 4,14x10-5**4
Camptotecina ouM 96,38 0,17 83,89 1,37 79,68 0,78
24h 0,005uM 95,74 0,15 0,0079* 83,45 0,11 0,6 75,37 0,72| 0,002**
0,005uM+Cur5uM 91,61 0,16 |4,87x10°*** 79,29 1,53 0,0093* 73,77 0,75 0,057
opm 97,37 0,21 91,46 0,47 78,87 0,88
48h 0,005uM 96,12 0,37 0,00698* 82,90 2,61 0,00504* 65,11 1,56/ 0,000186***
0,005uM+Cur5uM 85,19 0,6 |1,14x10°*** 83,45 0,39 0,74 67,62 1,13 0,087
opm 96,68 0,3 87,93 1,29 76,20 1,16
72h 0,005puM 94,16 0,1 | 0,00016*** 79,58 0,76| 0,0006** 58,59 0,95| 3,4x10-5***
0,005uM+Cur5uM 81,56 4,81 0,01* 70,26 2,89 0,0057* 56,87 1,19 0,12
Colquicina opm 96,38 0,17 83,89 1,37 79,68 0,78
24h 0,005uM 96,33 0,11 0,686 87,62 0,34 0,01* 77,64 0,80| 0,034*
0,005uM+Cur5uM 91,04 0,22|3,17x10°*** 77,69 1,31| 0,00022*** 74,49 1,03| 0,014*
opm 97,37 0,21 87,21 1,12 78,87 0,88
48h 0,005uM 95,32 0,08 0,0001*** 78,82 0,73| 0,0004*** 68,45 2,13( 0,0014
0,005uM+Cur5uM 81,49 1,48 | 8,54x10°%** 49,67 1,83(1,38x10-5*** 66,10 0,13 0,13
opm 96,68 0,30 92,20 1,55 76,20 1,16
72h 0,005uM 89,65 1,51| 0,00138** 73,41 |1,18|7,5x10-5%** 57,58  |0,85|2,3x10-5***
0,005uM+Cur5uM 83,93 0,55| 0,0035** 46,98 3,39| 0,0002*** 52,61 1,45 0,0069*
Citarabina oum 95,91 0,09 76,03 0,71 75,49 1,43
24h 0,01uM 93,82 0,68 0,006* 70,65 1,14| 0,0023** 75,33 1,02 0,88
0,01uM+Cur5uM 92,26 0,87| 0,0698 65,00 1,13| 0,0037** 73,30 0,81 0,055
OuM 97,11 |0,21 87,33  |0,79 77,90 |0,79
48h 0,01uM 95,32 0,26| 0,00072** 85,00 0,86 0,026* 78,83 0,18 0,12
0,01uM+Cur5um 93,55 0,89 0,03* 80,49 1,21 0,0063* 76,01 0,74| 0,003**
oum 97,57 0,12 86,49 0,54 78,80 1,21
72h 0,01uM 95,01 0,39 0,0004*** 87,53 1,41 0,299 77,04 2,91 0,387
0,01uNVH+Cur5uM 93,53 0,32| 0,0069* 84,92 1,28 0,076 75,27 2,16 0,44
Fludarabina oum 95,91 0,09 76,03 0,71 75,49 1,43
24h 10uM 95,82 0,21 0,5 70,58 2,83| 0,032* 75,21 0,69 0,78
10pM+Cur5uM 95,12 0,15| 0,009* 64,54 1,99 0,0387* 73,09 1,22 0,058
ouM 97,11 0,21 87,33 0,79 77,90 0,79
48h 10uM 95,22 0,19| 0,00032*** 81,80 1,12| 0,002** 76,63 0,88 0,136
10pM+Cur5uM 94,33 0,19| 0,0049** 75,94 2,79 0,0279* 74,88 0,87 0,071
oum 97,57 0,12 86,49 0,54 78,80 1,21
72h 10uM 85,05 1,30|7,69x10°>*** 85,52 0,52 0,0898 77,11 0,28 0,077
10puM+Cur5uM 82,19 1,65 0,078 80,50 1,38 0,004** 72,76 0,95| 0,0016**

A la columna T-Student s’indica el nivell de significacio del tractament amb farmac respecte al control
(casella central) i de la combinacié del farmac amb curcumina respecte al farmac sol (casella inferior). * P
< 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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Taula suplementaria 4: Resultats numerics dels efectes dels diferents farmacs i la seva combinacio
amb curcumina sobre la proliferacio de les linies cel-lulars.

183 Mecl EHEB
Concentracié Concentracio Concentracio
Concentracié cel-lular o] T-Student cel-lular o | T-Student cel-lular o | T-Student
(cel-lules/pL) (cél-lules/pL) (cél-lules/pL)
Etoposid ouM 122,96 1,57 80,77 3,91 78,03 0,46
24h 0,1uM 111,73 0 0,00024*** 74,15 5,32 0,157 72,03 0,30 [4,7x10-5***
0,1uM+Cur5uM 90,09 0,41 | 8,25x10%*** 46,26 5,85 | 0,0036** 67,66 1,14 | 0,003**
ouM 329,69 3,15 199,23 19,18 89,42 0,46
48h 0,1umM 281,8 6,97 | 0,00041*** 160,14 581| 0,0278* 74,87 2,44 | 0,0005**
0,1uM+Cur5uM 161,3 1,3 | 7,94x10°*** 117,00 23,11| 0,035* 67,81 1,29 0,01*
ouM 731,92 15,27 395,39 19,85 102,38 5,06
72h 0,1uM 618,69 10,93 | 0,00048*** 207,58 26,49( 0,0006** 72,16 2,09 | 0,00067**
0,1uM+Cur5uM 382,75 18,25 | 4,33x10°*** 111,46 29,57| 0,014* 64,87 0,95 0,005*
Camptotecina oum 122,96 1,57 80,77 3,91 78,03 0,46
24h 0,005uM 93,48 1,59 [ 2,14x10°%** 63,28 6,23 0,015* 67,28 1,11 | 0,0001***
0,005uM+Cur5uM 74,72 0,7 | 4,79x10°%** 44,20 8,88 0,038* 67,34 0,45 0,93
ouM 329,69 3,15 199,23 19,18 89,42 0,46
48h 0,005uM 209,33 9,29 [2,898x10°*** 109,94 10,48 0,002** 69,16 1,98 | 6,57x10-5
0,005uM+Cur5uM 106,66 3,71 |5,878x10°%** 75,24 10,19| 0,015* 68,30 2,07 0,63
ouM 731,92 15,27 395,39 19,85 102,38 5,06
72h 0,005uM 434,92 9,46 | 8,85x10°%*** 152,73 33,59| 0,0004*** 65,36 0,43 [ 0,0002***
0,005uM+Cur5um 163,7 64,53 0,00197** 86,14 9,99 0,03* 65,58 0,86 0,71
Colquicina ouM 122,96 1,57 80,77 3,91 78,03 0,46
24h 0,005uM 117,88 0,40 0,0055* 71,85 11,52 0,273 72,47 0,45 | 0,00012***
0,005puM+CurSpuM 95,10 1,32 | 8,78x10°*** 60,30 3,96 0,176 70,31 2,35 0,19
ouM 329,69 3,15 264,45 7,19 89,42 0,46
48h 0,005uM 301,61 6,90 0,003** 150,86 10,64| 0,0001*** 79,27 1,10 | 0,00012***
0,005uM+Cur5pM 153,78 8,81 [ 2,16x10°%** 86,80 3,58 | 0,00059** 71,21 1,92 | 0,003**
ouM 731,92 15,27 583,28 25,61 102,38 5,06
72h 0,005uM 570,67 64,90 0,0138* 351,39 16,69| 0,00019*** 78,95 0,48 | 0,001**
0,005uM+Cur5uM 330,42 19,31 0,00356** 106,38 12,93( 3,6x10-5*** 71,18 0,51 {4,19x10-5***
Citarabina ouM 129,88 1,69 74,19 5,82 81,52 0,47
24h 0,01uM 78,64 0,71 | 1,08x105%** 62,65 10,38 0,168 77,37 1,23 0,0055*
0,01uM+Cur5uM 77,93 1,14 0,413 49,70 3,25 0,108 75,56 0,79 0,099
ouM 324,46 8,10 183,05 18,76 92,62 5,65
48h 0,01pM 160,87 1,97 4,47)(10'6*** 155,77 8,69 0,084 90,76 1,03 0,6
0,01uM+Cur5uM 143,25 3,34 0,001** 114,50 10,62| 0,0065* 81,78 1,04 [ 0,00044***
ouM 620,58 42,57 480,24 13,10 106,51 2,23
72h 0,01uM 310,90 2,78 | 0,00023*** 379,96 11,12 0,00054** 100,57 10,63 0,4
0,01uM+Cur5uM 283,69 17,16 0,0535 285,87 8,17 | 0,00029*** 91,25 1,47 0,2
Fludarabina ouM 129,88 1,69 74,19 5,82 81,52 0,47
24h 10pM 114,09 2,00 | 0,00047*** 67,46 2,15 0,134 76,24 1,77 0,0075*
10puM+Cur5uM 108,55 2,98 0,056 59,48 1,03 [ 0,0044** 75,58 1,07 0,61
ouM 324,46 8,10 183,05 18,76 92,62 5,65
48h 10puM 160,42 9,89 [ 2,42x10°*** 119,21 12,26 0,0078* 87,92 2,14 0,25
10pM+Cur5uM 145,44 8,13 0,11 75,50 4,82 | 0,0045** 81,91 1,84 0,021*
ouM 620,58 42,57 480,24 13,10 106,51 2,23
72h 10pM 205,51 3,21 |7,288x10°%** 260,00 10,14 2,1x10-5*** 103,83 2,26 0,22
10puM+Cur5um 177,00 1,57 | 0,00016*** 174,43 11,41 0,00063** 91,04 1,03 | 0,00087**

A la columna T-Student s’indica el nivell de significacié del tractament amb farmac respecte al control
(casella central) i de la combinacié del farmac amb curcumina respecte al farmac sol (casella inferior). * P
< 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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Figura suplementaria 1: Resum dels efectes dels diferents farmacs testats en les linies cel-lulars, combinats o no amb la curcumina, sobre integritat de la membrana
cel-lular ales 72 hores. S’han marcat amb asteriscs els casos en que la curcumina potenciava significativament I'efecte del farmac. * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005.
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Taula suplementaria 5: Resum del sinergisme de la curcumina amb els diferents farmacs testats en
les linies cel-lulars.

183 Mecl EHEB
Ep 0,98 0,91 0,99
Campt 0,87 0,90 1,08
Colq 0,95 0,68 1,01
Cit 1,00 0,97 1,02
Fluda 0,98 0,95 0,98

Taula suplementaria 6: Resum dels efectes citomorfologics produits pels diferents farmacs i la
curcumina.

Ctrl Cur Ep Campt | Colq Cit Fluda
Més mida, 183 183, 183, EHEB 183 183 i
deformacio6 Mecli| Mecli EHEB
de nuclii EHEB | EHEB
polinucleaci6
Deformacions | Mecl 183
membrana i
cel-lular EHEB
Fragmentacio Mecl 183, Mecl | Mecl
nucli Mecl i
EHEB
Vesicules 183 i 183 183 183
EHEB
Vacuolitzacio6 EHEB | EHEB EHEB | Mecli| EHEB
EHEB
La curcumina Mecli| EHEB 183 i Mecl Mecl
anticipa els EHEB Mecl
efectes

228




Taula suplementaria 7: Resum dels efectes de la curcumina i els diferents farmacs, sols i en
combinacié amb la curcumina, sobre les fases del cicle cel-lular.

183 Mecl EHEB

Tractament S G2M S G2M S G2M
Curcumina
24h +++ ++

48h - -
72h -- + +
Etoposid
24h ++ ++

48h ++ --- ++ +
72h - + ++
+ Curcumina
24h +++
48h
72h ++ ++ -

Camptotecina
24h +++ ++ +
48h ++ ++ ++ ++
72h ++ +++ +++ ++ +

+ Curcumina
24h - ++ -
48h
72h

Colquicina
24h +++ ++ ++ -
48h +++ ++
72h + + + +++

+ Curcumina
24h ++

48h -- +

72h +
Citarabina
24h +++ + ++

48h +++ + -

72h + ++

+ Curcumina
24h - ++ - -

48h + -- -

72h +++ -
Fludarabina
24h +++ -- + -

48h /! /1 -

72h // // +t

+ Curcumina
24h ++ - ++ --

48h // // +

72h // // -

S’indica si es va produir un increment (+) o una disminucié (-) del percentatge de cél-lules en la fase
indicada. El nivell de significacio per cada tractament es va calcular comparant amb el control, en el cas de
la curcumina i els farmacs; i amb el farmac sol, en el cas de la combinacié del farmac en questié amb la
curcumina. + P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005. L’efecte de la fludarabina en 183 no es va poder
mesurar a les 48 i 72 hores a causa de I'elevada disrupcié del cicle que es va produir (//).
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Taula suplementaria 8: Resultats numerics dels efectes de la curcuminai diferents farmacs i la seva
combinacié amb curcumina sobre diferents subpoblacions de cél-lules dels cultius primaris.

Mostra Tractament % de cél lules Temps d'incubacié
Pl - CD5+CD19+ [ CD5+CD19+APLS +
Ctrl 48,382 1,246 96,154
Cur5 30,323 2,356 96
cLy Ibrutinib10 29,156 1,418 88,732 96h
Ibru+Cur 12,372 0,987 60
Ctrl 33,975 0,497 100
Cur5 16,82 0,158 100
cLLs Ritux10 11,649 0,895 0 96h
Ritux+Cur 14,125 0,699 100
Ctrl 53,805 31,872 91,704
L0 _Curs 33,601 22,767 85,802 oh
Ritux10 54,086 31,919 90,422
Ritux+Cur 31,829 21,345 81,922
Ctrl 68,43 32,484 94,25
CLL21 Cur5 44,955 28,034 88,361 h
(Pacient 21) | Ibrutinib10 50,573 16,311 72,428
Ibru+Cur 21,699 5,766 26,446
ctrl 13,081 30,703 74,046
Cur5 10,87 33,003 70,155
cLis Fludal0 5,497 60,788 42,473 720
Fluda+Cur 4,393 43,076 39,666
Ctrl 22,657 67,293 43,267
Curs 21,542 64,51 43,142
CLL29 72h
Fluda10 10,506 64,791 19,178
Fluda+Cur 11,654 64,256 13,743
Ctrl 54,008 29,178 98,354
CLL30 Cur5 28,572 19,976 88,254 96h
(Pacient 21) lbru10 32,717 6,836 68,008
Ibru+Cur 9,837 4,097 0,289
ctrl 63,678 96,975 96,609
Cur5 48,452 97,387 93,463
Fludal0 14,702 97,954 79,674
CLL31 Fluda+Cur 16,818 96,441 67,742 9h
(Pacient 29) Ctrl 63,678 96,975 96,609
Cur5 48,452 97,387 93,463
Ritux10 57,613 98,761 94,145
Ritux+Cur 51,634 97,098 65,606
Ctrl 46,378 70,509 97,801
Cur5 41,682 66,942 96,602
cLs2 Fludal0 12,94 67,449 83,632 720
Fluda+Cur 9,127 57,341 72,459
ctrl 29,975 28,385 96,563
cL33 Cur5 12,085 14,43 51,401 120h
lbrul0 6,691 10,731 62,571
Ibru+Cur 1,464 20,256 9,091
Ctrl 37,289 3,323 92,661
Cur5 12,622 2,829 82,857
CLL34 120h
Ibru10 14,47 1,24 7,692
Ibru+Cur 4,495 1,064 0
Ctrl 33,425 43,738 91,773
Cur5 13,835 44,055 88,494
CLss Ritux10 34,304 41,898 84,178 120h
Ritux+Cur 10,739 44,776 79,371
ctrl 33,385 45,241 38,047
CLL36 Cur5 11,495 22,923 75 72h
Fludal0 5,507 41,805 45,083
Fluda+Cur 2,255 32,929 35,787
Ctrl 57,348 59,767 99,172
clLis7 Cur5 37,935 60,562 96,856 h
Fluda10 3,329 12,416 64,315
Fluda+Cur 1,762 18,149 68,627
Ctrl 27,186 11,503 71,875
Cur5 9,711 9,018 73,387
cLiss Venetol 1,582 21,277 1,111 120h
Veneto+Cur 1,243 29,412 1
Ctrl 44,266 77,997 91,864
Curs 30,265 76,302 93,805
CLL39 48h
Fluda10 33,546 73,229 85,167
Fluda+Cur 17,466 74,16 91,169
Ctrl 48,667 87,332 97,204
CLL40 Cur5 37,675 84,834 96,177 96h
Fludal0 1,194 39,167 32,367
Fluda+Cur 0,905 35,861 25,551
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Ctrl 44,603 81,727 94,852
Cur5 24,977 77,387 86,477
Fludal0 2,039 72,035 47,001
cLat Fluda+Cur 1,353 72,874 26,157 96h
Ctrl 44,603 81,727 94,852
curs 24,977 77,387 86,477
Ritux10 49,654 81,71 56,342
Ritux+Cur 30,841 80,646 87,836
Ctrl 35,711 25,736 96,822
CLL42 Cur5 14,903 21,636 79,063 56h
(Pacient 21) | Ibrutinib10 18,516 4,893 80,886
Ibru+Cur 7,089 1,359 27,273
ctrl 67,087 94,835 92,785
Cur5 63,071 94,312 94,349 7h
Fludal0 17,306 91,597 67,822
cLLa3 Fluda+Cur 17,711 91,724 73,777
Ctrl 60,959 95,541 97,979
Cur5 58,74 96,439 96,498 142h
Fludal0 0,716 95,652 3,283
Fluda+Cur 1,248 93,137 1,404
Ctrl 69,397 77,761 98,043
Cur5 61,818 73,382 96,04
CLL44 72h
Fludal0 5,167 51,515 44,949
Fluda+Cur 2,385 55,625 2,697
Ctrl 33,14 82,391 84,589
CLLAS Cur5 30,985 80,422 94,741 56h
Fludal0 2,744 77,168 68,921
Fluda+Cur 1,926 77,157 58,26
ctrl 50,947 92,191 81,563
Cur5 51,022 92,62 83,4 18h
Fluda10 35,535 90,207 64,903
L6 Fluda+Cur 23,555 92,459 57,9
Ctrl 39,945 91,881 96,28
Cur5 35,178 93,212 91,618 1420
Fludal0 4,526 92,798 0,636
Fluda+Cur 4,417 94,251 0,452
Ctrl 55,947 74,07 51,455
Cur5 54,908 83,161 63,089 ash
Fludal0 53,028 85,681 33,718
Fluda+Cur 52,081 86,97 42,761
CLL47
Ctrl 28,076 54,709 92,436
Cur5 24,895 77,647 92,296 1a2h
Fluda10 0,388 66,111 3,361
Fluda+Cur 0,224 62,252 8,511
Ctrl 58,471 66,842 98,659
Cur5 38,418 63,693 95,568
Fluda10 1,677 30,173 30,743
cLL4s Fluda+Cur 1,167 29,709 12,887 72h
Ctrl 58,471 66,842 98,659
Cur5 38,418 63,693 95,568
Fludal 7,335 57,173 82,353
Fludal+Cur 3,952 37,887 62,2
Ctrl 51,483 30,29 98,658
Cur5 47,092 13,207 96,985
CLL49 120h
Ibrul0 22,27 4,587 58,621
Ibru+Cur 5,084 5,975 20,69
Ctrl 51,938 20,011 97,231
CLL50 Cur5 32,889 11,304 86,317 o6h
(Pacient 21) lbrul0 33,587 7,725 64,498
Ibru+Cur 8,983 2,765 10,084
Ctrl 27,974 79,988 93,843
Cur5 32,839 11,304 86,317
Fluda10 2,364 61,327 20,483
CLL51 Fluda+Cur 3,455 62,408 10,945 o6h
(Pacient 29) Ctrl 27,974 79,988 93,843
Cur5 32,889 11,304 86,317
Fludal 9,802 72,752 83,514
Fluda+Cur 6,729 66,585 74,173
Ctrl 43,492 92,383 21,826
Cur5 20,998 70,605 89,436 56h
Fludal10 2,325 87,308 13,774
Fluda+Cur 2,274 81,276 5,248
CLL52
Ctrl 43,492 92,383 21,826
Cur5 45,589 93,388 18,5 120h
Fludal 13,766 95,696 30,974
Fluda+Cur 12,569 92,331 30,354
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