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LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA: INFILTRACIÓN EN EL SISTEMA 

NERVIOSO CENTRAL Y PAPEL DE BMP4 

INTRODUCCIÓN.  

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es la neoplasia más frecuente en la población infantil. Caracterizada 

por la alteración genética de las células hematopoyéticas que modifican su capacidad de proliferación y 

diferenciación, esta enfermedad se presenta con la acumulación de células tumorales en la médula ósea 

y la extensión extramedular de las mismas. La mejora de las estrategias terapéuticas, fundamentalmente 

debida a la estratificación de los pacientes en grupos de riesgo y al tratamiento profiláctico dirigido al 

sistema nervioso central (SNC), ha permitido que las tasas de supervivencia superen el 80% en la 

actualidad 1, 2. De esta forma, sólo los pacientes incluidos en el grupo de riesgo alto reciben tratamientos 

más intensivos, reduciéndose así los efectos secundarios derivados de la terapia3. Por otra parte, la 

eficacia de la profilaxis en SNC pone de manifiesto que éste ya está colonizado en el momento del 

diagnóstico, a pesar de no detectarse la presencia de células tumorales en el líquido cefalorraquídeo 

(LCR)4 con las técnicas de diagnóstico utilizadas. De hecho, autopsias realizadas a niños con LLA en los 

años 70 por Price et al. indicaban que en torno al 50-60% de las pacientes presentaban afectación de 

SNC5. Además, si bien las tasas de supervivencia han experimentado un notable incremento, todavía un 

15-20% de los pacientes diagnosticados, principalmente incluidos en grupos de riesgo no alto, recaen en 

médula ósea y/o en otras localizaciones extramedulares, siendo las recaídas en SNC una de las principales 

causas de morbi-mortalidad en niños 6, 7. La correcta identificación de todos los casos y la comprensión de 

los mecanismos por los que las células leucémicas penetran y sobreviven en el tejido nervioso dando lugar 

a posteriores recaídas representan los principales desafíos de la enfermedad. 

Las rutas y mecanismos mediante los cuales las células alcanzan el SNC aún no han sido completamente 

descritos, sin embargo, puesto que la entrada de células y moléculas al mismo está estrictamente regulada 

por tres barreras: 1) la barrera hematoencefálica (BHE), 2) la barrera sangre-LCR (BSLCR) y 3) la limitante 

glial pial; parece inevitable que al menos alguna de éstas sea modificada para facilitar la entrada de las 

células leucémicas 8-10. La infiltración del SNC en pacientes con LLA se ha considerado clásicamente como 

una enfermedad fundamentalmente meníngea atribuyéndose la entrada de células al parénquima 

nervioso a estados avanzados de la enfermedad 11. Aunque los trabajos que abordan la colonización al 

SNC son escasos, diferentes rutas han sido propuestas para las células leucémicas. Así, Price et al. 

sugirieron la llegada de éstas al espacio subaracnoideo a través de los senos venosos durales 5. Sin 

embargo, otros autores apuntan al plexo coroideo por su mayor grado de permeabilidad 12, 13 y, por su 

parte, Yao et al. han propuesto la infiltración del SNC por las células leucémicas procedentes de la médula 

ósea del cráneo a lo largo de la capa adventicia de las venas emisarias 14. En cuanto a los mecanismos, 

números factores y vías de señalización se han asociado con la infiltración de SNC en diferentes trabajos, 
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incluyendo la regulación de moléculas de adhesión (VE-caherina, ICAM-1, VLA-6) 13-15y metaloproteasas 

(MMP2, MMP9)16. Además, cambios en la expresión de genes como IL-15, IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 en 

las células tumorales primarias y alteraciones en la composición del líquido cefalorraquídeo (incremento 

de VEGFA, CXCL10 o factores pro-inflamatorios) se han postulado como marcadores de pacientes con una 

mayor probabilidad de afectación del SNC o recaídas en esta localización17, 18 . 

Más allá de los mecanismos de entrada al SNC, cuyo valor clínico es limitado si, como indican algunos 

estudios, en el momento del diagnóstico más del 40% de los pacientes ya presentan afectación en el SNC, 

es fundamental determinar cuáles son las interacciones celulares y los factores del microambiente 

responsables del mantenimiento y supervivencia de las células leucémicas, quedando protegidas de la 

quimioterapia. En este sentido, se ha descrito que la interacción in vitro con algunos tipos celulares del 

SNC favorecen la supervivencia de las células leucémicas durante el tratamiento con fármacos 

quimioterápicos. Por otra parte, el análisis comparativo entre células aisladas del cerebro y de médula 

ósea indica que las células leucémicas que invaden el SNC adoptan un estado de mayor quiescencia con 

un menor consumo de oxígeno y mayor actividad glicolítica, lo que promueve su supervivencia en esta 

localización dando lugar a posteriores recaídas15, 19, 20. 

Las proteínas morfogenéticas óseas (BMPs) son factores de crecimiento que constituyen una familia 

dentro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante β (TGF-β). Los ligandos BMP señalizan 

a través de la unión a los complejos formados por receptores tipo I (BMPRIA, BMPRIB y ActRIA) y tipo II 

(BMPRII, ActRIIA y ActRIIB). Como resultado de esa unión, los últimos transfosforilan a receptores tipo I 

que, a su vez fosforilan a las Smads reguladas por receptor de BMP, las BR-SMADs (SMAD1/5/8). Estas se 

unen a la smad mediadora común (SMAD4) formando un complejo que se transloca al núcleo para regular 

la expresión de los genes diana. Alternativamente a esta vía canónica, la unión al receptor puede 

desencadenar la activación de proteínas quinasas (p38, JNK y ERK) o GTPasas (Rho, Rac). La señalización 

BMP está sometida a una estricta regulación a diferentes niveles: intracelular, por las smads inhibidoras 

(SMAD6, SMAD7), extracelular, por los antagonistas (Noggin, Chordin, Gremlin) y a nivel de membrana, 

por los co-represores y los co-receptores21. 

En cuanto a su función, las BMPs son proteínas multifuncionales que participan tanto en el desarrollo 

embrionario como en la regulación de la proliferación, supervivencia, diferenciación, quimiotaxis, 

apoptosis y migración de diversos tipos celulares en diferentes tejidos y órganos. Recientemente, 

alteraciones en los componentes de su vía de señalización se han asociado el proceso de carcinogénesis 

22. Numerosos estudios principalmente en tumores sólidos, aunque también en algunas neoplasias 

hematológicas, han puesto de manifiesto los efectos pro y anti-tumorales de los BMPs, reflejo de la 

complejidad de su vía de señalización, siendo, además, dependientes del tipo de tumor, el estadio, la 

recurrencia y del microambiente tumoral23. Estos trabajos apuntan a los componentes de la vía de 
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señalización y al estado de la misma como posibles indicadores de posteriores complicaciones en la 

enfermedad, sirviendo en algunos casos como potenciales dianas terapéuticas. 

OBJETIVOS 

Los objetivos del presente trabajo son:  

1. Estudiar la localización de las células leucémicas en el SNC en un modelo animal de LLA 

2. Evaluar los cambios histológicos y funcionales en el SNC como consecuencia de la infiltración 

leucémica abordando sus efectos en la neurogénesis 

3. Analizar el plexo coroideo como nicho para células leucémicas  

4. Evaluar la relevancia de BMP4 y su vía de señalización en la infiltración leucémica 

5. Validar prospectivamente el valor pronóstico de BMP4 y el estado de la vía canónica de 

señalización de BMP4 en los blastos leucémicos en niños diagnosticados de LLA  

MATERIAL Y MÉTODOS 

Muestras primarias procedentes del aspirado de médula ósea de pacientes pediátricos diagnosticados de 

LLA en tres centros diferentes fueron proporcionadas por el Hospital Universitario Niño Jesús de Madrid 

con la participación del Grupo de Estudios Biológicos de la LLA infantil que agrupa a todos los laboratorios 

españoles dedicados al diagnóstico y seguimiento de esta enfermedad. El estudio fue aprobado por el 

Comité de Ética del Hospital Niño Jesús de Madrid y, en todos los casos se obtuvo el consentimiento 

informado previo de padres o tutores. 

Para el establecimiento del modelo xenogénico de LLA, algunas de estas muestras, junto con la línea 

celular Nalm6, modificada o no para sobreexpresar BMP4 (Nalm6-BMP4), fueron transplantadas en 

ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-Prkdc scid IL2rg tm1Wjl /SzJ). En este modelo se llevaron a cabo los 

test comportamentales y se analizó mediante técnicas histológicas (tinciones convencionales, microscopía 

de fluorescencia y electrónica) la distribución de las células leucémicas en el cerebro de estos animales y 

los cambios histológicos derivados de la infiltración. La infiltración de células tumorales en órganos diana 

(cerebro, médula ósea, bazo y sangre) se cuantificó mediante citometría de flujo. Además, estos animales 

fueron sometidos a pruebas de resonancia magnética con un agente de contraste basado en gadolinio 

(IRM-Gd) para el análisis de la integridad de las barreras cerebrales. 

El análisis del papel de BMP4 en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad se realizó mediante la 

administración del inhibidor de la vía canónica de señalización BMP, DMH1, a través de diferentes vías: 
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subcutánea, mediante la implantación de dispositivos que permitían su liberación diaria; e intra-

cerebroventricular, mediante inyección en el ventrículo lateral. 

Células primarias humanas aisladas del SNC, células madre neurales obtenidas de la zona subventricular 

(SVZ) de ratones C57/BL6, así como líneas leucémicas establecidas se utilizaron para el establecimiento 

de co-cultivos y en los ensayos de autorrenovación, proliferación, viabilidad y migración. La expresión de 

diferentes moléculas fue analizada por citometría de flujo y/o PCR cuantitativa y la cuantificación de 

factores solubles en estos cultivos, así como en el suero sanguíneo de los animales se realizó mediante 

ELISA o a través del sistema Cytometric Bead Array Flex Set. 

A los cultivos y co-cultivos celulares se les adicionaron los siguientes tratamientos: BMP4 recombinante 

humano (0,01, 0,1, 1, 10 o 100ng/ml); DMH1 (10Μm); metotrexato, (0.01, 0.1, 1 µM); citarabina 0.01, 0.1, 

1 µM); TNF-α (10ng/ml), anticuerpo bloqueante, anti-VLA-4 (10µg/0,5x106células); DAPT, inhibidor de la 

γ-secretasa (50µM). 

Finalmente, los resultados fueron analizados con el software GraphPad Prism 8.0 utilizando diferentes 

pruebas estadísticas en función de la distribución de los datos. Las curvas de supervivencia y de recaídas 

se calcularon según el modelo de Kaplan Meier. Los niveles de significación considerados fueron los 

siguientes: *p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,1; *** p ≤ 0,001. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados derivados del estudio de la infiltración en el SNC en un modelo xenogénico de LLA que 

recrea la histopatología de la enfermedad descrita por Price et al. a partir de autopsias realizadas a 

pacientes pediátricos de LLA5, evidencian que los acúmulos de células leucémicas en el espacio 

subaracnoideo se localizan, fundamentalmente, en zonas que corresponden con las cisternas y principales 

cisuras cerebrales en las que la velocidad de LCR sería menor, como se ha descrito en metástasis de otros 

tumores sólidos24. Las células que forman estos agregados en contacto con la piamadre presentan además 

una reducida tasa proliferativa, confirmando la protección inducida por las células leptomeníngeas a la 

que apuntaban otros autores a partir de estudios in vitro 25 y en consonancia con datos previos que indican 

una mayor quiescencia de las células que infiltran el SNC frente a células aisladas de periferia 20.  

El estudio histológico de las secciones de cerebro de los animales que desarrollaban la enfermedad ha 

puesto de manifiesto el incremento del número y calibre de los vasos sanguíneos en el parénquima 

nervioso no descrito hasta el momento pero similar a lo que ocurre en médula ósea 26. También indica 

que tanto la microglía como los astrocitos responden a la metástasis leptomeningea. Esta respuesta 

podría contribuir a la inducción del ambiente inflamatorio en el SNC que, como apuntan nuestros datos, 

es característico en estos animales, del mismo modo que se ha descrito un incremento de factores pro-

inflamatorios en el LCR de los pacientes con peor pronóstico 27, 28. Además, este ambiente puede ser 
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responsable del daño tisular observado y fundamental en la rotura de la barrera glíal-pial demostrada por 

microscopía de fluorescencia y por IRM-Gd, dando paso a la colonización del parénquima nervioso por las 

células tumorales, constituyendo así una de las rutas de entrada.  

Aunque en menor medida que en el espacio subaracnoideo, encontramos también pequeños grupos de 

células en distintas localizaciones del parénquima nervioso, entre ellas zonas profundas de la corteza 

cerebral las cuales, además, sobreviven a los efectos de los quimioterápicos en animales tratados 

pudiendo ser responsables de posteriores recaídas. En este trabajo se demuestra también la presencia de 

blastos leucémicos en el nicho neurogénico de la zona subventricular como habían hipotetizado 

previamente otros autores 29. Esta colonización induce el bloqueo de la diferenciación de las NSCs 

alterando el proceso de neurogénesis fundamental en la edad pediátrica de estos pacientes. Estos datos 

sugieren que la infiltración leucémica en el SNC junto con la inflamación podría contribuir al desarrollo de 

los problemas neurocognitivos detectados en estos pacientes y atribuidos hasta ahora a los efectos 

secundarios de la terapia intratecal (TIT)30, 31. 

Nuestros resultados también ponen de manifiesto la presencia de células leucémicas en los ventrículos 

laterales, tanto en la luz de este, interaccionando, a veces, con el epitelio del plexo coroideo como en el 

estroma del mismo. La localización de células tumorales en el espacio perivascular de los vasos presentes 

en este estroma sugiere además, la llegada de células desde el torrente circulatorio hasta el estroma del 

plexo coroideo a través de los endotelios fenestrados característicos en esta localización, tal y como 

habían sugerido otros autores14. Esta llegada podría estar facilitada, según lo descrito en pacientes con 

esclerosis múltiple32, por la inducción de cambios fenotípicos en las células endoteliales del plexo 

coroideo, ya que estas células incrementan en la expresión de factores pro- inflamatorios, moléculas de 

adhesión y metaloproteasas, al mismo tiempo que regulan negativamente la expresión las moléculas que 

forman las uniones adherentes entre células. 

La llegada de células a un compartimento que presenta las características adecuadas para albergar células 

del linaje hematopoyético33, 34 sugiere que este podría presentar un microambiente favorable para el 

mantenimiento de células leucémicas, una cuestión que hasta el momento no ha sido abordada en la 

literatura. En este sentido, nuestros resultados revelan el establecimiento de un estrecho contacto entre 

las células leucémicas y los fibroblastos presentes en el estroma del plexo coroideo, observándose una 

regulación positiva de las integrinas VLA-4 y LFA-1 en las primeras, que correlaciona con un incremento 

de sus ligandos, VCAM-1 e ICAM-1 en los segundos. Esta interacción induce cambios relevantes en ambos 

tipos celulares. Por un lado, las células tumorales, productoras de elevadas cantidades de TGF-β, provocan 

un incremento en la expresión de algunos de los marcadores descritos en los fibroblastos asociados a 

tumor  en tumores sólidos35, como alfa-actina de músculo liso (α-SMA), vimentina o el receptor para el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRβ), así como una regulación positiva del ligando de la 

vía de señalización Notch, JAGGED-1, e inducen, de forma similar a lo descrito en las células 
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mesenquimales derivadas de médula ósea de pacientes con LLA 36, la producción de factores pro-

inflamatorios. Por otra parte, los fibroblastos promueven una reducción significativa de la tasa 

proliferativa de las células leucémicas e inducen quimorresistencia a los fármacos convencionales 

utilizados en la TIT (metotrexato y citarabina) a través, al menos en parte, de las interacciones VCAM-1-

VLA-4, como han demostrado otros grupos en el desarrollo de una menor sensibilidad frente a estos 

fármacos en las células leucémicas localizadas en médula ósea 37. Además, en consonancia con lo descrito 

por Kamga et al.38, la señalización Notch también parece estar implicada en la adquisición de la resistencia 

exhibida por las células leucémicas, pues la inhibición de esta vía de señalización, así como el bloqueo de 

VLA-4 revierte parcialmente los efectos protectores. 

En cuanto al papel de BMP4 en el desarrollo y establecimiento de la LLA, los resultados obtenidos en este 

trabajo a partir del modelo xenogénico de LLA indican que una elevada expresión de BMP4 favorece la 

capacidad de injerto, incrementa la agresividad de las células tumorales y promueve la infiltración en el 

SNC, identificándose efectos tanto autocrinos como paracrinos de esta proteína. Así, observamos una 

reducción de la tasa proliferativa como consecuencia de los elevados niveles de BMP4 en las células 

leucémicas Nalm6 que conduce a un incremento de la quimiorresistencia, de forma similar a lo descrito 

por otros autores en leucemias mieloides 39. Además, estas células exhiben un fenotipo más invasivo, con 

un incremento en la expresión de las moléculas de adhesión LFA-1 y VLA-4, así como de la metaloproteasa 

ADAM10, asociadas a la mayor supervivencia y migración de las células, a la infiltración en SNC y a un mal 

pronóstico 13, 40, 41.  

Por otra parte, los efectos de BMP4 sobre el microambiente se deben, fundamentalmente, al papel 

inductor de procesos inflamatorios ampliamente demostrado en otros sistemas 42-44. La mayor respuesta 

inflamatoria se refleja en el incremento de los niveles séricos de IL-6 y en el agravamiento de la 

sintomatología clínica en estos animales debido, presumiblemente, a un incremento de la inflamación en 

los acúmulos leucémicos formados en las raíces nerviosas. En cuanto al SNC, como ocurre en otros 

modelos 45, los elevados niveles de BMP4 incrementan la respuesta inflamatoria observada en los 

animales como consecuencia de la infiltración leucémica, pues se observa una respuesta astroglial 

exacerbada en el cerebro de los animales trasplantados con las células Nalm6-BMP4. Además, nuestros 

datos ponen de manifiesto las modificaciones producidas en las barreras cerebrales, pues BMP4 induce 

la adquisición de un fenotipo pro-inflamatorio en las células endoteliales de la vasculatura cerebral, así 

como cambios en la población de atrocitos y, en consecuencia, de la limitante glíal astrocitaria. Estas 

alteraciones conducen a un incremento de la permeabilidad de las barreras que facilita la entrada de 

células leucémicas.  

Los efectos observados en el desarrollo de la LLA no parecen estar mediados por la vía de señalización 

canónica de BMP, pues con el bloqueo de la misma los efectos observados afectan principalmente al SNC. 

Sin embargo, puesto que recientemente se ha demostrado la baja capacidad de distribución del inhibidor 
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utilizado (DMH1) y su rápida inactivación al unirse a proteínas plasmáticas no podemos descartar que la 

ausencia de efecto no sea debido a las propiedades farmacocinéticas del fármaco. 

Finalmente, el análisis de la expresión de los componentes de la vía de señalización BMP a partir de 

muestras primarias de una cohorte de 174 pacientes indica que, en los pacientes incluidos en el grupo de 

riesgo no alto, la inhibición de la vía canónica de señalización BMP en el momento del diagnóstico se 

correlaciona con un mal pronóstico, asociándose con posteriores recaídas. 

CONCLUSIONES 

1. Coincidiendo con las principales cisuras y cisternas cerebrales, un importante porcentaje de las 

células leucémicas presentes en el espacio subaracnoideo forman agregados complejos con las 

células leptomeníngeas.  

2. La infiltración leucémica en el SNC provoca la rotura de la barrera glial pial con la consiguiente 

invasión del parénquima nervioso.  

3. Las células leucémicas que penetran el parénquima nervioso son resistentes a la quimioterapia, 

provocan una respuesta infamatoria, daño tisular y alteraciones comportamentales. 

4. Las células leucémicas alcanzan el nicho neurogénico de la SVZ induciendo una respuesta 

inflamatoria y la inhibición de la neurogénesis. 

5. Las células leucémicas invaden el estroma del plexo coroideo, induciendo un fenotipo pro-

tumorogénico en los fibroblastos residentes.  

6. La interacción célula leucémica -fibroblasto provoca en las primeras la pérdida de expresión de 

CD19, la reducción de la tasa proliferativa y, en consecuencia, la resistencia a los agentes 

quimioterápicos. La señalización a través de VLA-4 y Notch media estos efectos.  

7. Elevados niveles de expresión de BMP4 favorece el desarrollo de la LLA en el modelo xenogénico, 

induciendo un fenotipo más agresivo. Por otra parte, la señalización canónica de BMP está 

implicada en la infiltración en el SNC. 

8. La expresión reducida de las BR-smads y/o el incremento de las smad inhibidoras en blastos de 

pacientes analizados en el momento del diagnóstico se asocian con un peor pronóstico. Además, 

la incidencia acumulada de recaídas tiende a ser superior en los pacientes que, al diagnóstico, 

presentan blastos con elevados niveles de expresión de BMP4 y bajos de SMAD1. 
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ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA: CENTRAL NERVOUS SYSTEM 

INFILTRATION AND ROLE OF BMP4 

INTRODUCTION 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy. It is thought to originate 

from genetic alterations that disrupt lymphoid differentiation and proliferation ability in hematopoietic 

cells. This disease is defined by an accumulation of tumour cells in the bone marrow and the later 

extramedullar expansion. Improved treatment strategies, mainly due to patients stratification into risk-

adapted groups and prophylactic central nervous system (CNS) directed therapy, has led to an increase of 

survival rates to more than 80% 1, 2. Therefore, only those children included in high-risk group receive the 

most intensive treatments, thus reducing treatment-related adverse side-effects 3. On the other hand, 

the efficacy of CNS prophylaxis shows that CNS is already colonized by leukemic cells at diagnosis, even if 

presence of tumour cells in cerebrospinal fluid (CSF) is undetectable by using current diagnostic methods 

4. In fact, studies from autopsies of children who died from ALL performed by Price et al. revealed that 

around 50-60% of patients had CNS involvement5. Furthermore, while survival rates have notably raised, 

15-20% of ALL diagnosed children, mainly included in non-high risk groups, still relapse into bone marrow 

and/or other extramedullary locations. CNS relapses remains a major cause of morbidity and mortality in 

these children 6, 7 . The main challenges of the disease are the correct identification of all cases and the 

understanding of the mechanisms by which leukemia cells penetrate and survive in the nervous tissue, 

thus favouring later relapses. 

The entry pathways and mechanisms by which tumour cells invade the CNS have not yet been fully 

described. However, the movement of cells and molecules between CNS and the periphery is strictly 

regulated by three brain barriers: 1) the blood brain barrier , 2) the blood-CSF barrier and 3) the glial pial 

membrane; what means that altered properties of these barriers are crucial for leukemic CNS infiltration 

8-10. CNS involvement in ALL has been described primarily as a meningeal disease, but brain parenchyma 

invasion by leukemic cells has been associated to advanced stages of the disease 11. To date, although CNS 

colonization has been scarcely studied, various entry routes has been proposed. Price et al. suggested 

that cells could enter in the CNS by migrating though the dural venous endothelium5. Other authors, 

however, propose the fenestrated endothelium of choroid plexus as a potential gate towards the CSF12, 

13. Alternatively, Yao et al. have pointed out that leukemic cells may spread directly from the bone marrow 

of the skull into the meninges via the bridging veins 14. In these sense, several factors and signaling 

pathways have also been associated with CNS infiltration. They include adhesion molecules (VE-cadherin, 

ICAM-1, VLA-6)13-15 and metaloproteases (MMP2, MMP9)16. In addition, changes in the expression of 

several genes such as IL-15, IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 in leukemic cells, as well as alterations in the 
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composition of CSF (increase of VEGFA, CXCL10 or pro-inflammatory factors) have been proposed as 

markers for patients with a higher likelihood of CNS involvement or relapses in this location17, 18. 

Beyond the CNS entry mechanisms used by leukemic blasts, whose clinical value may be limited if, as 

some studies indicate, more than 40% of patients already have CNS involvement at diagnosis, it is essential 

to identify which are the cell- cell interactions established in the CNS and the microenvironmental factors 

responsible for the maintenance and survival of leukemia cells protected from chemotherapy. In this 

context, it has been found that leukemic cells co-cultured with CNS-derived cells exhibited enhanced 

chemoresistance 25. Others have performed a comparative analysis between isolated cells from brain and 

bone marrow indicating that blasts obtained from CNS are more quiescent, consume less oxygen, and 

have greater glycolytic activity. These features improve survival in CNS microenvironment resulting in 

later relapses 15, 19, 20. 

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are members of a growth factors family that belongs to the 

transforming growth factor β (TGF-β) superfamily. BMP ligands bind to type I (BMPRIA, BMPRIB and 

ActRIA) and type II (BMPRII, ActRIIA and ActRIIB) receptors. Upon binding, type II receptors, which have 

constitutive kinase activity, phosphorylate type I receptor. Then, BMP-receptor regulated Smads, BR-

Smads (SMAD1/5/8) are activated. They bind to the common mediating smad (SMAD4) forming 

complexes which then translocate into the nucleus to regulate target genes expression. Alternatively, to 

this canonical pathway, BMPs activate non-smad signaling pathways including kinase proteins (p38, JNK 

and ERK) or GTPases (Rho, rac). BMP signaling is strictly regulated at multiple levels including inhibitory 

smads (SMAD6, SMAD7), antagonists (Noggin, Chordin, Gremlin) co-receptors and co-repressors21. 

In terms of function, BMPs are multifunctional proteins involved in both embryonic development and 

regulation of cellular processes such as proliferation, survival, differentiation, chemotaxis, apoptosis and 

migration of different cell types from different tissues and organs. Recently, alterations in this signaling 

pathway has been linked to carcinogenesis 22. Multiple studies, mainly in solid tumours but also in some 

hematological malignancies, have reported the pro- and anti- tumour effects of BMPs. The dual role 

showed by these components reflects the complexity of the pathway and the variable effects depending 

on the type of tumour, stage, recurrence and tumour microenvironment 23. These studies highlight the 

contribution of ligands, receptors and interacting molecules and BMP signaling pathway status as 

indicators of disease complications. They have also been proposed as potential therapeutic targets in 

some cases. 
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OBJECTIVES 

The aims of the present work are: 

1. To study the location of leukemic cells in the CNS by using a xenograft model of ALL. 

2. To analyse the CNS hystological and functional changes derived from leukemic infiltration 

while also considering its impact in neurogenesis. 

3. To study the choroid plexus as a niche for leukemic cells. 

4. To evaluate the biological relevance of BMP4 and its signaling pathway in leukemic 

infiltration. 

5. To prospectively validate the prognostic value of BMP4 and the BMP canonical signaling 

status in samples from ALL diagnosed children.  

RESULTS AND DISCUSSION 

Results derived from ALL xenograft model, which recreates the histopathology of the disease described 

from autopsies of children who died from ALL by Price et al 5, reveal the presence of leukemic cells 

aggregates in the subarachnoid space. They are mainly located in areas where cerebral cisterns and 

fissures are placed and where the CSF flow rate may be consequently decreased, as it has been already 

described in CNS  metastasis of some other solid tumours 24. In these clusters, those leukemic cells which 

are in contact with the piamater showed a reduced proliferation rate. This result confirms leptomeningeal 

induced protection of leukemic cells suggested by other authors from in vitro co-cultures25 and is in line 

with previous data indicating that CNS infiltrating cells exhibit more quiescence than those isolated from 

peripheral organs 20. 

Brain histological study of mice brain cryosections showed an increased development of brain vasculature 

in mice with ALL, which has not been previously reported although similar results have been described in 

bone marrow 26. This analysis also revealed that both microglia cells and astrocytes respond to leukemic 

leptomeningeal metastasis. This response could contribute to the pro-inflammatory microenvironment 

we have observed in these animals in a similar way that pro-inflammatory factors are increased in CSF of 

ALL patients with poor prognosis 27, 28. Also, inflammatory response may result in tissue damage and glial 

pial membrane alterations revealed by fluorescence microscopy and MRI-Gd, thus favouring CNS 

colonization by leukemic cells. Therefore, glial-pial membrane could be at least one of the entry routes 

used by these cells. 

We also found, although to a lesser extent, small groups of cells in different locations of brain parenchyma, 

including deep layers of cerebral cortex. There, tumour cells seem to be able to evade chemotherapy 

effects leading to subsequent relapses. In the present work we show the presence of leukemic blasts in 

the subventricular zone neurogenic niche in agreement with the previous hypothesis proposed by other 
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authors 29 . Leukemic colonization of this niche induce an impairment of neural stem cells differentiation, 

thus altering normal neurogenesis. These data suggest that leukemic CNS infiltration along with the 

inflammation could contribute to the development of neurocognitive problems reported in these 

patients. These complications have been attributed so far to intrathecal chemotherapy30, 31. 

In addition, our results revealed the presence of leukemic cells in the lateral ventricle, both floating in the 

CSF, but also interacting with the choroid plexus epithelium and within the choroid plexus stroma of those 

animals with CNS infiltration. The proximity of ALL cells to choroid plexus capillaries suggests they may 

easily enter through this fenestrated endothelium, in agreement with other authors14. As it has been 

previously showed in multiple sclerosis patients32, induction of phenotypical changes could favour the 

entrance. In fact, leukemic cells induce an upregulation of pro-inflammatory factors, adhesion molecules 

and metaloproteases in these endothelial cells. Furthermore, these cells downregulate adherens 

junctions. 

The fact that hematopoietic lineage cells are maintained in the choroid plexus stroma suggests this 

compartment could have the appropriate microenvironment to harbour leukemic cells33, 34. In this sense, 

our results indicated that a strong adhesion was established between ALL cells and human choroid plexus 

fibroblasts. The adhesion molecules VLA-4 and LFA-1, and their ligands VCAM1 and ICAM1 were 

upregulated in leukaemic cells and fibroblasts, respectively, when co-cultured. These cell interactions 

induced relevant changes in both cell types. On one hand, TGF-β producing leukemic cells induced an 

upregulation of different cancer associated fibroblasts  markers35 such as vimentin, α-smooth muscle actin 

(α-SMA) and platelet derived growth factor receptor (PDGFRβ). Other upregulated genes were VEGFA and 

the Notch signalling ligand, JAGGED1. In a similar way to ALL patients-derived mesenchymal stem cells 

from bone marrow 36, fibroblasts increased pro-inflammatory factors production in presence of tumour 

cells. On the other hand, choroid plexus fibroblasts induced a consistent reduction of proliferation and, 

therefore, resistance to chemotherapeutic agents (metothrexate and citarabine) on leukemic cells. These 

effects are at least partially mediated by VCAM1-VLA-4 interactions, a mechanism of chemoresistance 

already proposed by others in bone marrow resident leukemic cells 37. In agreement with Kamga et al.38, 

Notch signaling has also a role in development of leukemia chemoresistance. The inhibition of this 

signaling pathway as well as the blockade of VCAM1-VLA-4 interactions impaired these protective effects. 

Regarding the role of BMP4 in ALL establishment and development, our data from the xenograft model 

indicate that high expression of BMP4 promotes leukemic cells engraftment, increases tumour cells 

aggressiveness and has a role in CNS infiltration through both autocrine and paracrine BMP4 effects. Thus, 

we found reduced proliferation rates in Nalm6 cells as a consequence of the high levels of BMP4 leading 

to an increased resistance to chemotherapeutics, as shown in myeloid leukemias39. In addition, these cells 

exhibited a more invasive phenotype, an upregulation of the adhesion molecules LFA-1 and VLA-4, as well 



 
 Summary 

 
 

 19 

as ADAM10 metalloprotease. These changes are associated with increased cell survival and migration, 

with CNS infiltration and with poor prognosis13, 40, 41. 

BMP4 is a key mediator of inflammatory conditions in different systems42-44. In ALL context, paracrine 

effects were mainly produced by the BMP4-induced systemic inflammatory response leading to an 

increase in IL-6 serum levels and the aggravation of clinical symptoms. These findings could be attributed 

to the inflammatory response and the leukemic clusters formed in nerve roots. Also, in a similar way to 

what has been previously described in different models 45, we have found that high BMP4 levels in CNS 

resulted from leukemic infiltration induced an inflammatory response as was evidenced by an 

exacerbated astroglial response in brain sections of mice transplanted with Nalm6-BMP4 cells. 

Furthermore, our data indicated that brain barriers were altered. BMP4 induced a pro-inflammatory 

phenotype in brain microendothelial cells and astrocytes. These cell types have a key role in blood brain 

barrier and glial pial membrane integrity, what means that those alterations increase barrier permeability 

and favours leukemic cell entry. 

The blockade of BMP canonical signaling pathway showed a significant reduction of leukemic CNS 

infiltration, however, no effect was observed in peripheral organs. These data indicate ALL development 

does not appear to be mediated by BMP canonical signaling pathway. A recent report showed that DMH1, 

the inhibitor used in this work has low distribution capacity and it is rapidly inactivated by binding to 

plasma proteins46, so the drug pharmacokinetics cannot be excluded as responsible of the absence of 

effect. 

Finally, the analysis of BMP signaling pathway components expression in primary samples from a cohort 

of 174 patients indicated that in those patients included in non-high risk groups BMP canonical signaling 

inhibition at diagnosis correlates with poor prognosis and it is associated with relapses  

MATERIAL AND METHODS 

Primary bone marrow samples of newly diagnosed ALL paediatric patients in three different hospitals 

were provided by Hospital Universitario Niño Jesús of Madrid with the participation of the Biology Study 

Group composed by all spanish research groups focused on the diagnosis and monitoring of ALL patients. 

This study was approved by the Ethic Committee of Clinical Research at Hospital Universitario Niño Jesús 

and written informed consent was obtained from parents or tutors. 

In order to establish a xenograft model of ALL, both human primary samples and Nalm6 cells either 

unmodified or overexpressing BMP4 were transplanted onto NSG (NOD.Cg-Prkdc scid IL2rg tm1Wjl /SzJ) 

immunodeficient mice.  These animals were subjected to several behavioural tests. Also, leukemic cells 

distribution as well as histological changes derived from leukemic brain infiltration were analysed by using 

different histological techniques (conventional staining methods, fluorescence and electron microscopy). 
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Tumour cells infiltration in several organs (brain, bone marrow, spleen and blood) was quantified by flow 

cytometry. Brain barriers integrity was also assessed by gadolinium-enhanced magnetic resonance 

imaging (MRI-Gd). 

The potential role of BMP4 in both bone marrow engraftment and development of disease was evaluated 

by administrating a BMP canonical signaling inhibitor, DMH1, through different ways: subcutaneously 

implanting infusion pumps for continuous dosing; and intracerebroventricularly via lateral ventricle 

injection. 

Primary human cells isolated from CNS, neural stem cells obtained from subventricular zone (SVZ) of 

C57/BL6 mice, and leukemic cell lines were used for co-cultures establishment, self-renewal, proliferation, 

viability and migration assays. Different molecules expression was analysed by flow cytometry and/or 

quantitative PCR and soluble factors from cultures and mice sera were quantitated by ELISA or Cytometric 

Bead Array Flex Set. 

Cell cultures and co-cultures were treated with the following treatments: human recombinant BMP4 

(0,01, 0,1, 1, 10 or 100 ng/ml); DMH1 (10Μm); metothrexate, (0.01, 0.1, 1 µM); citarabine 0.01, 0.1, 1 

µM); TNF-α (10ng/ml), blocking antibody, anti-VLA-4 (10µg/0,5x106células); DAPT, γ-secretase inhibitor 

(50µM). 

Finally, GraphPad Prism 8.0 software was used to perform different statistical parametric and non-

parametric tests. Survival curves and cumulative incidence of relapses were analysed by using Kaplan 

Meier method. The significance levels considered were: *p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,1; *** p ≤ 0,001. 

CONCLUSIONS 

1. Leukemic cells together with leptomeningeal cells form complex aggregates in the subarachnoid 

space mainly located in the main cerebral fissures and cisterns. 

2. Leukemic infiltration induces glial-pial disruption leading to parenchymal invasion by tumour 

cells 

3. Brain tissue invading leukemic cells are chemoresistant. They induce an inflammatory response, 

tissue damage and behavioural deficits. 

4. ALL cells are able to reach SVZ neurogenic niche inducing an inflammatory response and 

impairing neurogenesis. 

5. Choroid plexus invasion by leukemic cells promotes a pro-tumorigenic phenotype in resident 

fibroblasts. 
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6. Leukemic cell-choroid plexus fibroblast interaction induces the loss of CD19 expression, a 

reduction of proliferation rate, and chemotherapeutic drug resistance in tumour cells. Signaling 

through both VLA-4 and Notch mediate this effect. 

7. High BMP4 expression levels promote ALL development in the xenograft model by inducing a 

more aggressive phenotype in tumour ALL cells. 

8. The reduced BR-Smads expression and/or an increased inhibitory smads expression at diagnosis 

are associated with poor prognosis. Furthermore, the cumulative incidence of relapses tends to 

be higher in patients who showed high levels of BMP4 expression and low levels of SMAD1 

expression at diagnosis. 
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1. Leucemia linfoblástica aguda. Diagnóstico y tratamiento 

Las leucemias agudas son el tipo de neoplasias malignas más frecuentes en la población infantil 

constituyendo alrededor de un 30% de los casos registrados. Entre ellas, el subtipo más común es la 

leucémica linfoblástica aguda (LLA) que supone el 78,4% de los tumores hematológicos diagnosticados en 

este grupo poblacional según el último Registro Español de Tumores Infantiles (RETI-SEHOP) y constituye 

la primera causa de muerte por enfermedad en la infancia. Con un pico máximo de incidencia entre 2-5 

años, las tasas de supervivencia de pacientes pediátricos han incrementado desde el 10% en los años 60 

hasta superar el 80% en la actualidad, debido, fundamentalmente, a la mejora de las estrategias 

terapéuticas a lo largo de los últimos años.  

La LLA se caracteriza por la presencia de una serie de alteraciones genéticas, entre ellas alteraciones 

cromosómicas como hiperdiploidías, hipodiploidías y mutaciones somáticas o germinales en las células 

hematopoyéticas más o menos diferenciadas de la médula ósea que les confieren una capacidad de 

autorrenovación indefinida o les impiden continuar su proceso de diferenciación celular, alterando así el 

desarrollo hematopoyético normal 1, 2. En el caso de las leucemias linfoblásticas tipo B, que afectan al 85% 

de los pacientes pediátricos con LLA, las alteraciones genéticas identificadas incluyen cambios numéricos 

y estructurales (Figura 1) así como mutaciones cooperativas47. Entre estas últimas destacan mutaciones 

en genes implicados en el desarrollo linfoide (IKZF1, PAX5, EBF1), en la supresión de tumores 

(CDKN2A/CDKN2B, PTEN y RB1), en la señalización a través de receptores de citoquinas y de tirosín 

quinasas (ABL1, CSF1R, FLT3, NTRK3, PDGFRB), en la señalización RAS (NRAS, KRAS y PTPN11), en la 

regulación transcripcional (ETV6, ERG, TBL1XR1 y CREBBP), así como en la modificación epigenética 

(CREBBP, EP300, SETD2 y NSD2)48, 49. En los últimos años, se ha puesto de manifiesto además la 

contribución de los cambios epigenéticos, fundamentalmente la metilación del ADN, en el desarrollo de 

la LLA50.  

 

Los síntomas de la LLA son muy variados e inespecíficos. La acumulación clonal de blastos leucémicos en 

la médula ósea conduce a la supresión de la hematopoyesis, lo cual se manifiesta en forma de anemia, 

Figura 1. Alteraciones genéticas en los 

diferentes subtipos de LLA infantil. Los 

subtipos de LLA-T se muestras en azul, en 

amarillo aparece el subgrupo de LLA-B de 

riesgo estándar, en verde las de riesgo 

intermedio y en rojo las de riesgo alto. El 3% 

restante representa las LLA-B que no están 

incluidas en ninguno de los otros grupos (Pui 

et al. 2019). 
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neutropenia y trombocitopenia. Los pacientes suelen presentar también fiebre, dolores musculares y 

óseos, dificultades respiratorias, fatiga, hepatomegalia, hematomas y hemorragias. 

El diagnóstico de la LLA se basa principalmente en la identificación, a partir de un aspirado medular, de 

blastos leucémicos presentes en la médula ósea. Aunque el diagnóstico incluye también un examen físico 

completo, análisis bioquímico de sangre y orina, así como otras pruebas clínicas (radiografías, ecografías, 

técnicas de resonancia magnética) es fundamental el análisis del aspirado de médula ósea y de una 

muestra de sangre periférica para realizar el diagnóstico biológico. Además, con el fin de evaluar la 

presencia de células leucémicas y el grado de afectación del Sistema Nervioso Central (SNC) en el 

momento del diagnóstico, se incluye una punción lumbar. 

 La caracterización biológica implica en primer lugar la cuantificación, mediante técnicas de microscopía 

óptica y citometría de flujo, del número de blastos presentes en las muestras obtenidas, así como la 

caracterización de los rasgos citológicos de éstos: el tamaño celular, los nucleolos, la morfología nuclear 

o el estado de la cromatina 3. Por otra parte, la expresión de ciertos marcadores de membrana permite 

identificar el grado de diferenciación de las células leucémicas: pro-B, B común, pre-B y B maduras. 

Finalmente, el análisis genético conduce a la identificación de alteraciones genéticas, muchas de ellas 

asociadas al pronóstico de la enfermedad, como ocurre con el reordenamiento del gen MLL, asociado a 

un mal pronóstico, mientras que la translocación t (12;21) (p13;q22) se asocia con un elevado porcentaje 

de supervivencia. 

A partir del estudio realizado en el momento del diagnóstico, los pacientes son clasificados en tres grupos 

que atienden al riesgo de recaída en la enfermedad. Esta estratificación ha sido un factor clave en la 

mejora de la tasa de supervivencia de los pacientes con LLA, pues permite administrar un tratamiento 

más adecuado a cada grupo de pacientes, asegurando un tratamiento más intensivo al grupo catalogado 

como de riesgo alto (RA) y reduciendo al máximo los efectos tóxicos innecesarios derivados del 

tratamiento en aquellos pacientes incluidos en el grupo de riesgo estándar (RE) 1. 

Los criterios utilizados para clasificar a los pacientes según SEHOP-PETHEMA (Sociedad Española de 

Hematología y Oncología Pediátrica- Programa para el Estudio de la Terapéutica en Hemopatía Maligna) 

son los siguientes: la edad del paciente, el número de leucocitos al diagnóstico, el inmunofenotipo de las 

células tumorales, la citogenética, la presencia o ausencia de infiltración en el SNC y/o testículos, la 

respuesta al tratamiento y la enfermedad mínima residual (EMR) en médula ósea al final de la primera 

fase del tratamiento (Inducción). Esta última hace referencia a la detección de niveles residuales de 

enfermedad en el aspirado de médula ósea cuando no hay evidencias morfológicas de ella gracias a la 

utilización de una técnica más sensible como la citometría de flujo o la PCR 3. La EMR es uno de los factores 

pronóstico más importantes ya que permite identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de recaída, 

pues la presencia de blastos leucémicos indica que estas células han conseguido resistir a la primera fase 

de quimioterapia. 
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La estratificación de los pacientes en los distintos grupos de riesgo implica que aquellos incluidos en el 

grupo de RE deben reunir todos y cada uno de los criterios establecidos para este grupo. Por su parte, el 

cumplimiento de cualquiera de las características que definen el grupo de RA supone la inclusión del 

paciente en el mismo. Aquellos que no cumplan ninguno de estos dos requisitos serán incorporados en el 

grupo de riesgo intermedio (RI) 3. De esta clasificación dependerá, por tanto, la mayor o menor agresividad 

del tratamiento, reservándose protocolos menos agresivos a los pacientes incluidos en el grupo de RE o 

RI.  

El tratamiento de la LLA consta de varias fases que varían en los fármacos utilizados y en las dosis de los 

mismos entre los diferentes grupos de riesgo. La primera es la fase de inducción con la que se pretende 

eliminar la mayor parte de la carga leucémica para restaurar así la hematopoyesis. La segunda fase es la 

de consolidación, durante la cual se eliminan las células residuales y se sigue con una fase de reinducción. 

Finalmente, tiene lugar la fase de mantenimiento, con una duración de dos años. Además, todos los 

grupos reciben la terapia intratecal triple (TIT), que combina metotrexato, hidrocortisona y citarabina 

como estrategia profiláctica para controlar la afectación del SNC y reducir el riesgo de recaída4. 

2. Recaída en la enfermedad. El Sistema Nervioso Central 

A pesar de  las tasas de supervivencia alcanzadas en los últimos años debido la mejora de los tratamientos 

y a la adaptación de estos en función de los grupos de riesgo, un 15-20% de los pacientes pediátricos 

recaen tras haber alcanzado la remisión completa y su supervivencia es muy baja 6.  

Las recaídas pueden ocurrir en diferentes localizaciones, siendo la médula ósea la de peor pronóstico. Por 

otra parte, las recaídas extramedulares más frecuentes afectan al SNC y a los testículos, ambas muy 

habituales en niños, si bien también se han identificado recaídas en otros órganos. Además, las recaídas 

pueden ser aisladas o combinadas 7. En el momento de la recaída, los pacientes se clasifican atendiendo 

a los siguientes criterios: tiempo transcurrido desde el diagnóstico, localización anatómica de la recaída e 

inmunofenotipo de las células leucémicas. En función de estos parámetros se ajusta el tratamiento, lo que 

conlleva una intensificación de la quimioterapia acompañada, en caso de un elevado riesgo de recaída o 

de recaídas recurrentes, del trasplante hematopoyético 7, 51.  

Con el objetivo de identificar los mecanismos que conducen a las recaídas se han llevado a cabo diversos 

estudios con muestras de pacientes obtenidas tanto en el momento de diagnóstico como en el momento 

de la recaída. Éstos indican que las recaídas podrían originarse bien a partir de un clon quimiorresistente 

que ya estaría presente en el momento del diagnóstico o bien podrían surgir a partir de la adquisición de 

mutaciones secundarias a lo largo del tratamiento 2, 52-54. En este sentido Ebinger et al. han identificado 

una subpoblación de células que exhiben un estado de quiescencia y son menos sensibles a los agentes 

citotóxicos. Además, estas características son reversibles y dependientes del microambiente, lo que 
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explicaría que las células se mantuvieran en este estado, resistentes al tratamiento, en determinadas 

localizaciones y que al finalizar éste, fuesen capaces de reactivar su ciclo celular dando lugar a la recaída53. 

Otros autores, sin embargo, han detectado alteraciones genéticas nuevas en prácticamente todos los 

pacientes pediátricos con LLA analizados y que presentan recaída. De hecho, un 50% presentan 

mutaciones activadoras de genes asociadas a la ruta de señalización RAS 55 y un 20% presentan 

mutaciones en el gen CREBBP que, en ocasiones van a acompañadas de alteraciones en KRAS 56, 57. Por 

otra parte, las mutaciones somáticas de ganancia de función en el gen NT5C2 también afectan a un 20% 

de estos pacientes58 y mutaciones el gen PRPS1 son exhibidas por un 7% de los pacientes 59. Finalmente, 

se han identificado deleciones que afectan a la expresión de diferentes genes 60, 61. Todas estas 

alteraciones genéticas se asocian directa o indirectamente a mecanismos de resistencia a la terapia. En 

conjunto, estos estudios evidencian que la aparición de las recaídas podría deberse a múltiples factores 

biológicos, tanto intrínsecos a las células leucémicas como extrínsecos, tales como la presión ejercida por 

el tratamiento o el microambiente. Así, algunos autores sugieren que, en determinados nichos, las células 

pueden establecer interacciones con otras células y/o encontrar los factores solubles y los componentes 

de matriz que favorezcan el mantenimiento de un estado de quiescencia, otorgándoles cierta ventaja 

frente a los agentes quimioterápicos 62, 63. A esto podría sumarse además, el hecho de que la 

concentración de los fármacos sea menor en nichos como los testículos y el SNC tal y como sugieren otros 

autores 64-66, contribuyendo así a mantener la supervivencia de las células tumorales. 

Unos de los lugares extramedulares de mayor relevancia clínica que colonizan las células leucémicas es el 

SNC. Los pacientes que presentan afectación leucémica en esta localización pueden experimentar 

síntomas como dolor de cabeza, náuseas, vómitos, irritabilidad, letargia y papiledema, derivados de un 

incremento de la presión intracraneal, así como derivada de la afectación de los nervios craneales y 

espinales 67. Aunque sólo es detectable en un reducido número de casos en el momento del diagnóstico, 

probablemente debido a una falta de sensibilidad de los métodos de diagnóstico, las autopsias realizadas 

a niños con LLA por Price et al. en el año 1973 revelaron que en torno al 60% de los casos presentaban 

afectación en el SNC 5 . En esta misma dirección, también en los años 70 un grupo de investigadores del 

Hospital St Jude demostró la importancia de realizar una profilaxis en el SNC  para evitar recaídas en esta 

localización 68. A partir de ese momento comenzó a implementarse la irradiación craneal como 

tratamiento profiláctico para la prevención de recaídas en este sistema 69. Sin embargo, las 

complicaciones posteriores derivadas de dicha irradiación (neoplasias secundarias, alteraciones 

neurocognitivas, endocrinopatías) han conducido a su sustitución por la administración intratecal de 

fármacos quimioterápicos. Actualmente, se administra a todos los pacientes la denominada terapia 

intratecal triple que incluye metotrexato, citarabina e hidrocortisona. La incorporación de la terapia 

dirigida al SNC junto a la quimioterapia sistémica, independientemente de la afectación de esta 

localización, en los protocolos de tratamiento ha sido un factor clave en la considerable reducción de la 

tasa de incidencia de infiltración leucémica en el SNC 1, 68.  
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A pesar de estos avances, las recaídas en el SNC suponen todavía un 2-7% de los casos siendo ésta una de 

las principales causas de morbilidad y mortalidad por enfermedad en niños 6, 70, 71. El hecho de que, 

además, en torno al 15% de los pacientes incluidos en los grupos de RE o RI recaigan indica que todavía 

existen factores pronóstico que se desconocen. Por otro lado, aunque los efectos son más atenuados, 

también se ha puesto de manifiesto que el tratamiento intratecal tiene un impacto negativo en la función 

neurocognitiva a largo plazo en los pacientes que sobreviven a la enfermedad, presuntamente derivado 

de la toxicidad producida en el SNC. Los efectos secundarios observados incluyen convulsiones, 

encefalopatías, problemas de memoria visual y verbal, de atención, de concentración y del procesamiento 

de la información, así como una reducción del coeficiente de inteligencia. Estas alteraciones cognitivas 

parecen estar relacionadas con cambios anatómicos en el tejido nervioso tales como modificaciones en 

el volumen de las áreas subcorticales de la sustancia blanca y sustancia gris relacionadas con la memoria 

y la atención, alteraciones en la actividad cerebral de la corteza frontal y en la conectividad de zonas 

asociadas al cociente intelectual, así como cambios en las redes frontoparietales 30, 31, 67, 72-74. En la mayor 

parte de los trabajos publicados se relacionan todos estos cambios en el tejido nervioso con el tratamiento 

quimioterápico al que son sometidos los pacientes, sin tener en cuenta, el posible daño presente ya en el 

momento del diagnóstico producido como consecuencia de la propia enfermedad.  

En definitiva, la identificación de nuevos marcadores que permitan identificar correctamente todos los 

casos, así como la comprensión de los mecanismos a través de los cuales las células penetran en el SNC y 

dan lugar a las recaídas, son algunos de los principales retos en la enfermedad. Estos aspectos son 

fundamentales para la mejora de la estrategia terapéutica, pues permitirían adaptar el tratamiento y la 

profilaxis en el SNC en cada caso, reduciendo al máximo los efectos secundarios derivados del tratamiento 

e incrementando las tasas de curación. 

3. Histopatología de la LLA en el SNC 

La infiltración en el SNC durante el desarrollo de la LLA se ha descrito clásicamente como una enfermedad 

principalmente meníngea, con afectación de la duramadre, de las leptomeninges o de ambas 11. Los 

primeros estudios histopatológicos llevados a cabo a partir de autopsias realizadas a niños con LLA ponían 

de manifiesto la presencia, en la mayoría de los casos, de células leucémicas asociadas a la superficie de 

las trabéculas aracnoideas de tejido conjuntivo y, en ocasiones, a las paredes de las venas. El incremento 

del número de células daría lugar, a continuación, a la rotura de las trabéculas permitiendo la salida de 

las células al líquido cefalorraquídeo (LCR), colonizando así el espacio subaracnoideo y formando nódulos 

leucémicos. Esto conlleva la posterior invasión por parte de las células leucémicas del espacio de Virchow-

Robin que acompaña a la vasculatura cerebral hacia zonas más profundas del tejido nervioso, tanto de la 

corteza como de la sustancia blanca, manteniéndose allí confinadas gracias a la barrera glial pial. Las 

células tumorales son también capaces de migrar hacia los nervios craneales, siendo común en los niños 
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la afectación del nervio óptico. La infiltración del parénquima se observa, sin embargo, de forma ocasional 

en los casos más severos. Acompañando a la invasión del SNC se han descrito otras alteraciones 

histológicas como gliosis reactiva, degeneración del tejido nervioso, necrosis y hemorragias, tanto en 

presencia como en ausencia de infiltrados leucémicos próximos 5, 75. 

4. Tráfico de las células leucémicas al SNC y mecanismos moleculares 

El mantenimiento de la homeostasis en el SNC se debe a los estrictos límites anatómicos que controlan y 

restringen el paso de células y moléculas entre este compartimento y la periferia. Las principales barreras 

encargadas de esta función son: 1) la barrera hematoencefálica (BHE), compuesta por células endoteliales 

especializadas que tapizan la microvasculatura cerebral controlando el paso entre el torrente sanguíneo 

y el tejido nervioso; 2) la barrera sangre - LCR (BSLCR), encargada de regular el movimiento de células y 

moléculas entre la sangre y el LCR, compuesta por el epitelio del plexo coroideo cuyas células presentan 

uniones estrechas 8-10; y 3) la limitante glial pial, encargada de establecer el límite entre el espacio 

subaracnoideo y el parénquima nervioso, formada por la piamadre, los pies astrocitarios y la membrana 

basal interpuesta entre ellas (Figura 2).  Por lo tanto, para invadir el SNC las células leucémicas 

procedentes de la médula ósea tienen que hacer frente a alguna de estas barreras alterando o 

modificando sus propiedades. Sin embargo, las rutas utilizadas y los mecanismos mediante los cuales 

consiguen infiltrar el parénquima nervioso no están aun completamente descritos. 
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Figura 2. Representación esquemática de las barreras cerebrales. A) Barreras que delimitan el parénquima nervioso. 

La limitante glíal pial, formada por los pies astrocitarios, la piamadre y la membrana basal dispuesta entre ambas, 

establece el límite del parénquima nervioso con el espacio subaracnoideo por el que circula el LCR y acompaña a las 

arterias y venas que desde éste penetran en el parénquima nervioso. Las trabéculas aracnoideas atraviesan el espacio 

subaracnoideo conectando con la piamadre. Sobre ésta se encuentra la duramadre adyacente al hueso. B) Barrera 

hematoencefálica (BHE). Se localiza en la microvasculatura cerebral y está formada por células endoteliales unidas 

entre sí mediante uniones estrechas muy especializadas que tapizan los vasos y la membrana basal sobre la que se 

depositan. Esta membrana se forma por la fusión de la membrana basal de las propias células endoteliales, recubierta 

por los pericitos, y la limitante glial formada por los pies astrocitarios. A nivel de las vénulas postcapilares, se forma 

un espacio entre estas membranas adyacentes, el espacio perivascular o espacio de Virchow-Robin. C) La barrera 

sangre-LCR (BSLCR) del plexo coroideo. Formada por las células epiteliales unidas entre sí por uniones estrechas que 

tapizan el estroma del mismo y lo separan del LCR. Dicho estroma está irrigado por capilares fenestrados que carecen 

de BHE. D) Esquema de la sección coronal del cerebro en la que se representa la localización de las barreras cerebrales. 

(Modificado de Engelhardt et al., 2017 y Halsey, 2018) 

La descripción de la localización de las células tumorales en el tejido nervioso a partir de autopsias de 

niños con LLA llevadas a cabo en los años 70, así como estudios realizados en un modelo xenogénico de 

la LLA sugieren que la infiltración leucémica se produciría a través de los senos venosos durales  ya que se 

observan acúmulos leucémicos en sus proximidades 5, 12. Sin embargo, las células leucémicas podrían 

llegar al LCR a través de los plexos coroideos, tal y como sugieren algunos autores al comprobar la 

presencia de estas células en los ventrículos cerebrales 12, 13, 75. Además, esta barrera presenta mayor 

permeabilidad en condiciones fisiológicas, pues sus capilares se caracterizan por presentar un endotelio 
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fenestrado y su epitelio es atravesado habitualmente por células del sistema inmune, entre ellas linfocitos 

T y B 9. Por otra parte, algunos autores han propuesto otra ruta alternativa que implica la colonización del 

espacio subaracnoideo directamente desde la médula ósea del cráneo. En este caso, las células leucémicas 

localizadas en la capa adventicia seguirían el recorrido de las venas emisarias 14, 76.  

En cuanto a los mecanismos utilizados por las células, numerosos factores y vías de señalización se han 

asociado a la infiltración en el SNC, producto del análisis de expresión de muestras obtenidas de pacientes 

pediátricos con LLA, de los estudios realizados con el modelo de ratón, así como de estudios in vitro 

llevados a cabos con líneas celulares leucémicas (Tabla 1). Algunos autores apuntan a mecanismos 

utilizados por otros tipos celulares, principalmente del sistema inmunológico, como posibles mediadores 

de la entrada de las células leucémicas al SNC. En este sentido, Buonamici et al. han puesto de manifiesto 

que las células leucémicas tipo T presentan niveles de expresión de CCR7 incrementados, una molécula 

fundamental en los linfocitos T de memoria CD4+ presentes el LCR cuyo ligando, CXCL19, se expresa en el 

epitelio del plexo coroideo 77.  En cuanto a las células leucémicas tipo B, aunque se ha analizado el papel 

de CXCR4, este parece ser independiente de la colonización del SNC 78.  

Por otra parte, se ha analizado el papel de las moléculas de adhesión en la colonización del tejido nervioso. 

Algunos trabajos que sugieren la interacción entre las células tumorales y la BHE indican que existe un 

regulación positiva en la expresión de la VE-cadherina y de la molécula de adhesión PECAM-1 en las líneas 

leucémicas tras el contacto con las células endoteliales de la microvasculatura cerebral  que inducen su 

invasividad in vitro 15. Otros, sin embargo, señalan a la integrina α6β1 (VLA-6) como la responsable del 

anclaje de las células a la laminina de la superficie abluminal de los vasos por los que migran desde la 

médula ósea al espacio subaracnoideo 14. Moléculas como ICAM-1 o el ligando de la P-selectina también 

se han asociado con una mayor migración e invasión de las células al SNC 13, 79. Del mismo modo una 

mayor expresión de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 acompañada de una regulación negativa de las 

proteínas que forman las uniones estrechas (zonulina-1, claudina-5 y ocludina) incrementan la 

permeabilidad de la BHE 16. Por otra parte, se ha descrito que la miosina tipo II es un factor importante en 

la extravasación de las células tumorales infiltrando el SNC 80. Estos datos parecen sugerir que las células 

leucémicas utilizarían los mecanismos de extravasación leucocitaria previamente descritos para atravesar 

las barreras del SNC (Tabla 1). 

La búsqueda de nuevos marcadores que ayuden a clasificar mejor a los pacientes al diagnóstico ha dado 

lugar a la identificación de diversos factores que aparecen incrementados en los blastos de los niños con 

LLA. El análisis de expresión génica de muestras de médula ósea de estos pacientes indican un aumento 

en los niveles de expresión de IL-15, de los receptores IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 o la tirosín quinasa 

ZAP70 se correlacionan con una mayor probabilidad de afectación del SNC o posteriores recaídas en esta 

localización 81-84 (Tabla 1). En algunos casos, la asociación con la infiltración del tejido nervioso se 

encuentra sólo en determinados grupos de pacientes. Es el caso de la tirosín quinasa Mer, cuyos niveles 
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de expresión elevados en muestras con la translocación t (1;19) indican afectación del SNC; así como de 

la expresión del antígeno NG2, un proteoglicano que induce un fenotipo más agresivo en las leucemias 

con el reordenamiento  del gen MLL 85, 86. En línea con todo lo anterior, la detección de una composición 

alterada del LCR de los niños ha dado paso a la identificación de potenciales factores predictores de la 

diseminación de la enfermedad hacia al SNC. En este sentido, los pacientes con LLA que presentan 

afectación nerviosa o que recaen en el SNC tienen niveles deL factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGFA) y de CXCL10 en el LCR significativamente superiores a los que no desarrollan esta complicación a 

lo largo de la enfermedad 81, 87(Tabla 1). 

Uno de los factores que cada vez más se asocia con los distintos tipos de tumores pediátricos es la 

respuesta inflamatoria, la cual parece tener un papel fundamental en la progresión del tumor y en el 

establecimiento de las metástasis 88. Por otra parte, se ha descrito en diferentes situaciones que la 

inflamación tanto sistémica como en el SNC es responsable de la alteración de las barreras cerebrales, 

incrementando la permeabilidad de las mismas y facilitando el paso de células a través de ellas. En este 

contexto, los pacientes pediátricos con LLA presentan altos niveles de factores pro-inflamatorios como IL-

8, TNFα, IL-6 y CCL2 en el suero sanguíneo en el momento del diagnóstico, indicando el estatus 

inflamatorio que presentan antes de iniciar el tratamiento 89-91. El análisis del LCR también revela un 

incremento significativo de algunos de estos, asociándose positivamente con el desarrollo de recaídas en 

el SNC, es el caso de CCL2 y TNFα 27,28 . 

Si bien la descripción de los mecanismos mediante los cuales las células leucémicas penetran a los 

compartimentos nerviosos es fundamental para entender la biología y fisiopatología de la enfermedad, el 

valor clínico de estas observaciones es limitado, pues los avances conseguidos en las tasas de 

supervivencia de los pacientes pediátricos con LLA como consecuencia de la administración de la terapia 

intratecal, incluso aquellos que no presentan células leucémicas detectables en el LCR, ponen de 

manifiesto que las células tumorales podrían colonizar el SNC en estadíos  tempranos de la enfermedad 

en la mayoría de los pacientes. De hecho, estudios clínicos indican que en el momento del diagnóstico, el 

SNC está ya invadido en más del 40% de los casos 92, 93. En este sentido, Williams et al. sugieren que la 

capacidad para invadir el SNC es una característica universal de los blastos leucémicos al observar que, un 

80% de los animales trasplantados con 29 muestras primarias LLA-B de pacientes incluidos tanto en el 

grupo de RA como RE y con evidencia o no de afectación del SNC, presentaban infiltración en este 

compartimento 12. Por lo tanto, presumiblemente, las estrategias post-diagnóstico dirigidas a bloquear la 

entrada de las células leucémicas al SNC podrían ser poco eficaces. 
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Referencia Modelo Mediador Efecto SNC/periferia 
Efecto en proliferación 

y/o supervivencia 
Gladdy et al 
(2003) 

Ratones transgénicos RAG2-/- p53-/- 
Prkdc scid/scid 

RAG-1/2 Rag1/2 induce infiltración en SNC - 

Cario et al 
(2007) 

Estudio muestras pacientes IL-15 IL-15 se asocia con infiltración en SNC - 

Jeha et al (2009) Estudio muestras pacientes  t(1;19) t(1;19) se asocia con recaídas aisladas en SNC - 

Buonamici et al 
(2009) 

Modelo de ratón de T-ALL inducida 
por la expresión oncogénica de 
Notcj1. Ratones Rag 2 -/- IL2rg -/- 

trasplantados con líneas celulares 
humanas 

Señalización 
CCR7-CCL19  

CCR7 es necesario para la infiltración de T-ALL en 
el SNC 

- 

Akers et al 
(2010) 

Estudio in vitro, líneas celulares LLA 
VE-CADHERINA y 

PECAM-1 
VE-cadherina y PECAM-1 promueven la adhesión 
y migración a traves de la BHE 

- 

Akers et al 
(2010) 

Estudio in vitro, líneas celulares LLA 
Interacción LLA-
células del SNC 

  

La interacción LLA-células del SNC 
icrementa la supervivencia de la 

LLA protegiendolas del los agentes 
quimioterápicos 

Holland et al 
(2011) 

Ratones SCID/beige trasplantados con 
la línea celular SD1     

RAC2, AEP, 
ICAM1 

Expresión de RAC2, AEP, ICAM1 combinada se 
asocia con afectación de SNC. También se 
observan cambios en periferia 

No se observan cambios en 
proliferación entre células SD1 y 
células SD1 RAC2Kd. 

Tang et al 
(2013) 

Estudio muestras pacientes VEGFA 
Los niveles VEGFA en el LCR predicen la 
afectación del SNC  

- 

Johnson et al 
(2014) 

Ratones transgénicos RAG2-/- p53-/- 
Prkdc scid/scid y  RAG2-/- 

Tirosin quinasa 
FLT3 

Sobreexpresión de FLT3 se asocia con la 
infiltración en SNC. También hay mayor 
infiltración en bazo 

Mayor número de células 
MIRG/trFlt3 en bazo 

Williams et al 
(2014) 

Ratones NSG trasplantados con líneas 
de LLA (SD-1, SupB15, REH y SEM) 

IL-15 
Asociación de IL-15 con la invasión del SNC y de 
los LNs 

IL-15 induce la proliferación de las 
células leucémicas 

Van der Velden 
et al (2016) 

Estudio muestras humanas  SPP1 y SCD 
Una alta expresión de SPP1 y SCD se asocian con 
afectación en SNC y con posteriores recaídas en 
SNC 

- 

Krause et al 
(2015) 

Ratones NSG trasplantados con 
muestras primarias. Estudio in vitro, 
líneas celulares LLA 

Tirosin quinasa 
Mer 

Elevada expresión de Mer se correlaciona con 
afectación del SNC en pacientes t(1;19) 

Inhibición del ciclo celular e 
incremento de la supervivencia 

Frishman-Levy 
et al(2015) 

Ratones NSG trasplantados con 
muestras primarias 

IL-15 

Células NK activadas por IL-15 reducen 
infiltración en periferia. No se observan cambios 
en el SNC. La expresión de receptores activadores 
de las NKs,  NKp44 y NKG2D se asocian con 
afectación en SNC en pacientes 

- 

Gómez, AM et 
al. (2015) 

Ratones NSG trasplantados con la 
línea celular Nalm6 

CXCL10-CXCR3 
El bloqueo de CXCR3  reduce la carga leucémica 
en médula ósea, bazo y cerebro 

CXCL10 induce la supervivencia de 
las células leucémicas in vitro 

Wigton et 
al(2016) 

Ratones Arf-/- C57BL/6 CD45+ 
trasplantados con una línea pre-B-ALL 
de ratón (transducida con p185Bcr-
abl) 

MyoIIA 
MyoIIA está implicado en el injerto en periferia y 
con la infiltración del SNC 

No se observan cambios 

Willliams et al 
(2016) 

Ratones NSG trasplantados con 
muestras primarias 

CXCR4 
Los receptores de quimioquinas tienen un papel 
en la afectación de órganos periféricos, no en 
SNC 

- 

Munch et 
al(2017) 

Ratones NSG transplantados con 
muestras primarias 

VEGFA 
Elevados niveles de expresión de VEGFA se 
correlaciona con una mayor infiltración en SNC. 
No se observan cambios en periferia 

No se observan cambios 

Gaynes et al 
(2017) 

Ratones NSG trasplantados con la 
línea celular Nalm-6. Estudio in vitro, 
cocultivos LLA-células epitelio plexo 
de ratón 

PBX1 PBX se asocia con infiltración en SNC 
No se observan cambios en 
proliferación 

Kato et al (2017) 
Ratones inmunodeficientes 
transplantados con muestras 
primarias 

VEGFA, genes de 
adaptación a 

hipoxia 

La expresión de VEGFA se asocia con afectación 
del SNC 

VEGFA promueve la supervivencia 
de las células en SNC 

Alsadeq, A et al. 
(2017) 

Ratones NSG o NOD/SCID 
trasplantados con las líneas celulares 
697, REH, Jurkat ó muestras primarias 

ZAP70 
Una elevada expresión de ZAP70 se asocian con 
afectación en SNC, no tiene efectos en periferia 

- 

Prieto et al 
(2018) 

Ratones NSG trasplantados con 
muestras primarias 

NG2 
Las células que infiltran el SNC regulan 
positivamente NG2 

- 

Yao et al (2018) 

Ratones SCID trasplantados con 
Nalm6, REH o RCH-ACV. Ratones NSG 
trasplantados con muestras primarias 
o SUP-B15 

Integrina α6 
Efecto sobre SNC. El bloqueo de VLA-6 no tienen 
efectos en la carga leucémica en periferia 

No se observan efectos ni en 
supervivencia ni en el ciclo celular 

Alsadeq, A et al. 
(2018) 

Ratones NSG trasplantados con la 
líneas celular 697 o con muestras 
primarias de MO de pacientes E2A-
PBX1+ 

IL-7R 
Efecto en SNC y en periferia. El silenciamiento o 
bloqueo del receptor reduce la inflitración en 
bazo, médula ósea y SNC 

El bloqueo del receptor induce la 
apoptosis 

Portale, F et al. 
Ratones NSG trasplantados con la 
líneas celular 697 o Nalm6 

ActivinA 
Efecto en SNC y en periferia. Las células pre-
tratadas con ActivinA presentan mayor capacidad 
para infiltrar médula ósea y SNC. 

- 

 

Tabla 1. Estudios referentes a la infiltración leucémica en el SNC. Los mediadores y sus efectos. 
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5. El microambiente del SNC en la supervivencia de la LLA 

En las últimas décadas, numerosos trabajos han puesto de manifiesto la relevancia del estroma de la 

médula ósea en la iniciación y propagación de los tumores hematológicos. Las interacciones mutuas entre 

las células estromáticas y las células leucémicas son fundamentales tanto en la supervivencia, 

mantenimiento y proliferación de las células tumorales, como en el desarrollo de la resistencia a los 

agentes quimioterápicos dando lugar a las consiguientes recaídas 94, 95. Sin embargo, los componentes 

celulares y moleculares del microambiente del SNC asociados al mantenimiento y supervivencia de las 

células leucémicas, que otorgarían a este nicho las características de santuario, han sido escasamente 

explorados. Por un lado, Akers et al. demostraron que la interacción de líneas celulares leucémicas y 

diferentes tipos celulares del SNC humano (células aisladas de las meninges, astrocitos y células epiteliales 

del plexo coroideo) inducía, in vitro, la supervivencia de las células tumorales cuando éstas eran expuestas 

al tratamiento con diferentes quimioterápicos (metotrexato, citarabina y dexametasona) 25. Sin embargo, 

el mecanismo responsable de estos efectos es aún desconocido. Posteriormente, se determinó que una 

mayor expresión de la tirosín quinasa Mer se correlaciona con una mayor resistencia de las células 

leucémicas a la muerte celular inducida por metotrexato en presencia de células de glioma y astrocitos 

de rata, a consecuencia de la activación de señales de supervivencia a través de las rutas de señalización 

JNK, ERK y Akt. Estos resultados se correlacionan, además, con una menor incidencia de infiltración en el 

SNC en animales trasplantados con muestras primarias que presentan altos niveles de expresión de la 

quinasa tratados con el inhibidor de la misma 85. Otros autores señalan a la quimioquina CXCL10, cuyos 

niveles aparecen incrementados en el LCR de los pacientes, como la molécula involucrada en la inducción 

de quimiorresistencia frente a citarabina mediante la regulación positiva de Bcl-2 y la inactivación de las 

caspasas 81. Por otra parte, para evaluar los cambios en el perfil de expresión génica que las células 

experimentan en el tejido nervioso, más recientemente se han analizado comparativamente los perfiles 

de expresión génica de células Nalm6 o células de muestras primarias aisladas de médula ósea y del SNC. 

Los genes cuya expresión se encuentra regulada positivamente en el compartimento nervioso están 

relacionados con rutas de señalización importantes en la biología del cáncer (MAPK, RAS, apoptosis, AKT, 

BMPs, FGFs), con la adaptación a condiciones de hipoxia y con la glicólisis. Por el contrario, se observa una 

disminución de los genes implicados en el ciclo celular o con la fosforilación oxidativa. Esto pone de 

manifiesto que las células que invaden el SNC modulan su perfil génico y adoptan un estado más 

quiescente, con un menor consumo de oxígeno y con una mayor actividad glicolítica 19, 20, 96. Uno de los 

genes upregulados es PBX1, un factor de transcripción que parece estar implicado en la capacidad de 

autorrenovación y en la resistencia a los quimioterápicos de las células leucémicas aisladas del SNC 19. 

Estas células también presentan mayores niveles de expresión de VEGFA y de hecho, la administración de 

bevacizumab, un anticuerpo neutralizante de VEGFA, reduce la carga leucémica en este compartimento 

en los animales, aunque no en periferia 96. La interpretación de estos resultados obtenidos a partir de los 

modelos xenógenicos tiene ciertas limitaciones pues los microambientes pueden variar entre especies 
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siendo más o menos permisivos y, además, en ellos no se tiene en cuenta ni la presión selectiva ejercida 

por la terapia intratecal ni la inmunovigiliancia. En este sentido, el análisis comparativo de muestras 

pareadas obtenidas directamente de la médula ósea y Del LCR de los pacientes con LLA demuestra que 

en ambos compartimentos se encuentran los mismos clones de células confirmando, como ya indicaban 

los modelos animales, la capacidad universal de todas las células para invadir el SNC 97. Estos resultados 

ponen de manifiesto, además, la importancia de profundizar en el conocimiento de la interacción de las 

células tumorales con los componentes del SNC que promueven la adaptación, supervivencia y 

quimiorresistencia promoviendo, en última instancia, las recaídas en esta localización (Tabla1). 

6. Proteínas Morfogenéticas Óseas  

La familia de proteínas morfogenéticas óseas (BMPs) pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento 

transformante (TGF-β) que, además, incluye las proteínas TGF-βs, Activinas, Inhibinas, las proteínas Nodal, 

Miostatina y la hormona anti-Mülleriana 98. Inicialmente aisladas a partir de matriz ósea desmineralizada 

e identificadas, hacia el año 1965, por su capacidad para formar hueso y cartílago de manera ectópica, 

actualmente, las BMPs son consideradas proteínas multifuncionales implicadas tanto en el desarrollo 

embrionario, regulando la formación de la asimetría derecha-izquierda, el patrón neural y esquelético, la 

formación de las extremidades y la organogénesis, como en el mantenimiento de la homeostasis de 

multitud de tejidos y órganos, pues intervienen en la regulación de varios procesos, entre ellos la 

proliferación, supervivencia, diferenciación, quimiotaxis, apoptosis y migración de diversos tipos celulares 

99-101. 

Esta familia de proteínas está compuesta por más de 20 miembros que, según el grado de similitud de sus 

secuencias y su función, se clasifican en varios grupos: el grupo BMP-2/4, compuesto por los miembros 

BMP2 y BMP4 con homologías estructurales; el grupo BMP-5/6/7/8a/8b, también denominada grupo de 

la proteína osteogénica 1 (OP-1); el grupo de los factores de crecimiento y diferenciación GDF-5/6/7/9 

(GDF-5/BMP-14/CDMP-1, GDF-6/BMP-13/CDMP-2, GDF-7/BMP-12/CDMP-3. GDF-9/BMP-13), y el grupo 

BMP-9/10. La distribución espacio-temporal y la actividad biológica son diferentes entre los distintos 

miembros de la familia BMP debido, entre otros, a que la afinidad por los distintos receptores de BMP es 

variable 98. 

Todas las BMPs se sintetizan como moléculas precursoras de gran tamaño (400-500 aminoácidos) que 

constan de un domino señal en la región N-terminal que dirige su secreción, un prodominio, necesario 

para la dimerización, y un dominio llamado péptido maduro en la región C-terminal. Estos precursores 

forman dímeros activos, generalmente homodímeros, a través de enlaces disulfuro intermoleculares 

establecidos entre uno de los residuos de cisteína, altamente conservados, que presentan estas proteínas. 

A continuación, sufren la proteólisis del extremo C-terminal y son secretados como moléculas 
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biológicamente activas. A veces, se secretan en forma de heterodímeros, los cuales pueden ser incluso 

más efectivos que los homodímeros correspondientes en la activación de la vía de señalización 102-106. 

6.1 Componentes de la vía de señalización y su regulación 

Los dímeros activos son los ligandos BMP que se unen y señalizan a través de los complejos 

transmembrana de receptores heteroméricos compuestos por receptores serín-treonín quinasas de tipo 

I y II. Ambos receptores presentan propiedades estructurales similares y, aunque en ausencia de los 

receptores tipo II los ligandos BMP se unen a los receptores tipo I, los dos tipos son necesarios para la 

transducción de la señal 98. Una vez unido el ligando, el dominio quinasa del receptor tipo II, que se 

mantiene constitutivamente activo, transfosforila al receptor tipo I activándolo y permitiendo la 

transducción de la señal. Los receptores de las proteínas BMP son capaces de activar diferentes vías de 

señalización clasificadas en dos categorías:  canónica y no canónica. La vía de señalización canónica, la 

más estudiada, es dependiente de las proteínas Smad. Tras la fosforilación del receptor tipo I, éste recluta 

y fosforila a las Smad reguladas por receptor BMP o BR-Smads que, a continuación, forman complejos 

heteroméricos o heterotetramétricos con la proteína mediadora común, la Co-Smad. Estos complejos se 

translocan al núcleo donde interaccionan con secuencias específicas de ADN regulando la transcripción 

de los genes diana en cooperación con diversos factores de transcripción, co-activadores y co-represores 

transcripcionales 21 (Figura 3).  

Tanto los receptores tipo I como los tipo II están formados por un dominio extracelular relativamente 

corto, un único dominio transmembrana y un componente intracitoplasmático que contiene el dominio 

serín-treonín quinasa. Aunque se han descrito 7 receptores tipo I de la superfamilia TGF-β en mamíferos, 

tres de ellos son los identificados como responsables de la activación de las BR-Smad en respuesta a la 

unión de los ligandos BMP: los receptores de BMP tipo IA (BMPR1A/ALK-3); los receptores tipo IB 

(BMPRIB/ALK-6) y los receptores de Activina tipo IA (ActRIA/ALK-2). Si bien las proteínas BMP presentan 

mayor afinidad por los receptores tipo I, ésta puede verse afectada por los receptores tipo II. Son los 

primeros los que condicionan el tipo de ligando que se une y los patrones de expresión y distribución 

varían entre los tres receptores. Así, el grupo BMP-2/4 se une preferentemente a BMPRIA y BMPRIB, 

mientras que BMP-6 y BMP-7 presentan mayor afinidad por ActRIA. Del mismo modo, BMPRIA tiene un 

patrón de expresión muy amplio, mientras que BMPRIB está restringido a ciertos tipos celulares 98, 107. En 

cuanto a los receptores tipo II, se han identificado tres receptores: BMPRII, ActRIIA y ActRIIB, el primero 

de ellos exclusivo para los ligandos BMP 21 (Figura 3). 

La transducción de la señal BMP está mediada por las BR-Smads, SMAD1, SMAD5 y SMAD8. Estas 

proteínas son estructuralmente muy similares, con un dominio MH1 en la región N-terminal, implicado 

en la translocación al núcleo y la unión al ADN, y un domino MH2 responsable de la interacción con los 

receptores y la formación de complejos con otras Smads. Sus diferencias funcionales, sin embargo, se 

desconocen hasta la fecha. Las BR-Smad se mantienen ancladas a la membrana celular en una 
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conformación autoinhibidora, en la que sus dos dominios interaccionan entre sí hasta que son fosforiladas 

por el receptor tipo I. Se produce entonces un cambio conformacional que facilita la unión con la única 

Co-Smad presente en mamíferos, la SMAD4. El complejo formado por BR-Smad y Co-Smad se transloca al 

núcleo y regula la transcripción génica 21 (Figura 3). 

Entre las principales dianas de esta vía de señalización se encuentran los genes ID (ID 1-4) y RUNX (RUNX1-

3), inducidos en diversos tipos celulares en respuesta a la señalización BMP. Tanto las proteínas ID como 

RUNX son factores fundamentales en la regulación de diferentes procesos biológicos inducidos por los 

ligandos BMP, entre ellos la hematopoyesis, la angiogénesis y la osteogénesis 108, 109. Del mismo modo, la 

señalización BMP está implicada en la regulación de la transcripción de microRNAs involucrados en 

procesos celulares como la proliferación, diferenciación y desarrollo de diferentes tejidos y órganos 110. 

Como se indicaba anteriormente, los ligandos BMP pueden activar también rutas de señalización no 

canónicas, independientes de las proteínas Smad, en las que la tranducción de la señal tiene lugar a través 

de las proteínas MAPK p38, JNK y ERK, entre otras, que activarían en último término la transcripción de 

NF-κβ 98, 111. También se ha descrito que las BMPs pueden transmitir su señal a través de las proteínas 

PI3K/Akt, y GTPasas 111, 112(Figura 3). 

El papel de las proteínas BMP es fundamental en números procesos celulares desde las primeras etapas 

del desarrollo hasta la etapa adulta, lo cual pone de manifiesto la necesidad de una estricta regulación de 

la señalización de estas proteínas tanto a nivel extracelular como a nivel intracelular. A nivel extracelular, 

los antagonistas de BMP se clasifican en tres grupos: la familia de proteínas Noggin/Chordin, Twisted 

Gastrulation y la familia Dan. Estos son factores solubles que se unen a los ligandos BMP con alta afinidad 

impidiendo su interacción con los receptores y en consecuencia la activación de la vía. La promiscuidad 

de estos antagonistas, la diferente afinidad entre ligandos y la capacidad para inducir respuestas no 

antagónicas de éstos hacen referencia a la complejidad del sistema 113, 114. También se han identificado 

numerosos microRNAs que regulan la expresión de BMPs, de los receptores de membrana y de los 

antagonistas BMP115. Además, en los últimos años se ha atribuido un papel regulador de la señalización 

BMP a los distintos componentes de la matriz extracelular. La regulación de la señalización de los ligandos 

y de la activación de sus receptores depende de la composición, las propiedades bioquímicas y físicas de 

la matriz extracelular116 (Figura 3). 

A nivel de membrana, otros reguladores de BMP pueden actuar para activar o inhibir la ruta de 

señalización BMP, bien uniéndose a la molécula BMP o al complejo ligando-receptor. La familia de 

proteínas RGM o la proteína endoglina son co-receptores que regulan positivamente la intensidad de 

señal 117, 118. Por el contrario, existen otras proteínas transmembrana que regulan negativamente la 

señalización BMP. Es el caso de BAMBI, un pseudorreceptor con un dominio extracelular similar al de los 

receptores tipo I pero carente del dominio intracelular, que interacciona con los receptores tipo I y tipo II 
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de manera estable bloqueando su función 113, 119. Asimismo, se incluyen en este grupo de antagonistas de 

la señal BMP algunas tirosín quinasas como la TrkC o Ror2120, 121 (Figura 3). 

Finalmente, la regulación a nivel intracelular esta mediada por un tercer grupo de proteínas Smad, 

compuesto por SMAD6 y SMAD7, las Smad inhibidoras (I-Smad). Los mecanismos utilizados por éstas para 

inhibir la señalización incluyen: la unión a los receptores tipo I activados impidiendo la fosforilación de las 

BR-Smads 122, 123; la competencia con las Co-Smad para formar complejos con las BR-Smads 124, y, a nivel 

nuclear, el bloqueo de la formación de los complejos Smad- ADN inducida por los ligandos BMP125. 

Alternativamente, las I-Smad favorecen el reclutamiento de las proteínas SMURF1 y SMURF2, proteínas 

E3 ubiquitín ligasas encargadas de la poliubiquitinación de las SMAD1 y SMAD5 para su degradación vía 

proteosoma, promoviendo, por tanto, la unión de éstas a los receptores de BMP tipo I y favoreciendo la 

posterior degradación del complejo receptor 124, 126 (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Transducción de la señal BMP. Los ligandos BMP en su forma activa se unen a los complejos de receptor 

induciendo la forsforilación de los receptores tipo I a cargo de los receptores tipo II, activando la señalización BMP, 

bien a través de la vía de señalización canónica o mediante la vía no canónica. La ruta canónica se inicia con la 

fosforilación de las BR-Smads (SMAD1/5/8) por los receptores de BMP tipo I y la posterior unión a la Co-Smad (Smad4) 

formando un complejo que se transloca al núcleo. Allí, junto con otros factores de transcripción regulan la 

transcripción génica. Las proteínas I-Smads (SMAD6 y SMAD7), son proteínas encargadas de regular negativamente 

esta ruta. La activación de los receptores BMP también puede inducir la transducción de la señal a través de las 

diferentes vías no canónicas, lo que implica la activación de proteínas MAP quinasas (p38, ERK, JNK) y GTPasas (Rho, 

Rac). La señalización de BMP también puede ser regulada extracelularmente positiva o negativamente, a través de 

diferentes antagonistas y, a nivel de membrana, mediante los co-receptores y los co-represores.  
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6.2 Papel de los ligandos BMP 

Inicialmente, los ligandos BMP fueron descubiertos por su capacidad para inducir la formación ectópica 

de hueso y cartílago. En esta línea, numerosos trabajos han descrito la capacidad de esta familia de 

proteínas para inducir la diferenciación osteogénica y condrogénica de células estromales mesenquimales 

(MSCs) dando lugar, posteriormente, a la formación del hueso y cartílago durante el desarrollo 

embrionario, así como su participación en procesos de reparación ósea y mantenimiento del cartílago en 

la etapa adulta 127-129. Entre los ligandos que exhiben una mayor capacidad osteogénica se encuentran 

BMP2 y BMP4, mientras que BMP7 parece tener un papel fundamental en el mantenimiento del cartílago 

articular129. Sin embargo, con el paso de los años, una amplia variedad de funciones biológicas ha sido 

atribuidas a esta familia de morfógenos, más allá de la formación del hueso y cartílago. Durante la 

embriogénesis, los ligandos BMP participan de forma activa en la regulación de procesos esenciales como 

el establecimiento de la asimetría derecha-izquierda, la formación del mesodermo, del patrón neural y 

esquelético, el desarrollo de las extremidades, la gametogénesis y la organogénesis 130. Prueba de la 

importancia de esta vía de señalización es que los ratones deficientes para los ligandos BMP2, BMP4, 

BMP7 o para los receptores BMPR1A y BMPR2 presentan un fenotipo letal consecuencia de defectos que 

tienen lugar en la gastrulación y la formación del mesodermo 131, 132.   

Asimismo, los ligandos BMP son cruciales en las etapas post-natal y adulta, durante las cuales participan 

en el mantenimiento de la homeostasis de diferentes órganos y sistemas regulando la proliferación, 

diferenciación, quimiotaxis y apoptosis de diversos tipos celulares. En este sentido, destaca su 

participación en procesos como la neurogénesis y la hematopoyesis 133, 134. 

Tras el nacimiento, la neurogénesis se mantiene principalmente en dos áreas especializadas del cerebro, 

la zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular (SGZ)135, 136.  Numerosos trabajos han puesto de 

manifiesto la expresión de los ligandos y receptores de la vía de señalización BMP en los progenitores 

neurales y otros componentes celulares de ambas zonas. Además, se ha descrito la importancia de la 

estricta regulación de la señalización BMP, para el mantenimiento, junto con otros factores, del balance 

quiescencia/proliferación en los nichos neurogénicos, pues mientras el antagonista de BMP, Noggin, es 

necesario para el mantenimiento de la proliferación y la autorrenovación de las células madre neurales, 

los ligandos BMP, fundamentalmente BMP4, promueven la quiescencia y el mantenimiento de la 

capacidad neurogénica 134, 137-140. 

Por otra parte, la familia de ligandos BMP es parte fundamental del microambiente característico de la 

médula ósea que mantiene y regula la hematopoyesis adulta. La vía de señalización BMP es relevante en 

el mantenimiento y la expansión de los progenitores hematopoyéticos, en su compromiso hacia el linaje 

mieloide/linfoide, así como en el control del tamaño del nicho hematopoyético. Asimismo, los ligandos 

BMP regulan el homing y la movilización de los progenitores hematopoyéticos. Sin embargo, los efectos 

individuales de cada componente varían en función de las interacciones con otros factores del 
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microambiente y los efectos de éstos, del grado de diferenciación celular, de la concentración, así como 

de su producción autocrina o paracrina. Así, mientras bajas concentraciones de BMP4 inducen la 

diferenciación de los progenitores, altos niveles inhiben su proliferación y diferenciación141-144. 

Las numerosas evidencias de la participación de los componentes de la vía de señalización BMP en 

multitud de procesos biológicos justifica que un gran número de patologías de origen variable se asocien 

a alteraciones en esta vía, entre ellas los procesos tumorales. 

6.3 BMPs y cáncer 

A lo largo de los últimos años, el número de trabajos que asocian alteraciones de los diferentes 

componentes de la vía de señalización BMP con procesos tumorales se ha ido incrementado de manera 

progresiva. A su función anteriormente descrita, tanto durante el desarrollo como en otros procesos 

biológicos en etapas posteriores, se añade el papel que los ligandos BMP parecen jugar en la progresión 

de tumores, así como en procesos metastásicos. Los datos disponibles hasta la fecha, principalmente 

procedentes de tumores sólidos, ponen de manifiesto un papel dual de esta vía de señalización, 

habiéndose descrito efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales asociados a ella. Aunque estos 

resultados pueden parecer contradictorios, son un claro reflejo de la complejidad de la vía, pues un mismo 

componente puede tener uno u otro efecto dependiendo del tipo de tumor, del estadio, de la recurrencia 

del mismo o del microambiente tumoral 23, 145. 

Algunos trabajos describen una expresión aberrante de los ligandos BMP en distintos tipos de cáncer y lo 

asocian con un buen o mal pronóstico en función de la progresión de éste y la supervivencia de los 

pacientes. Así, BMP2 y BMP4 aparecen sobreexpresados en un amplio número de tumores. En ocasiones, 

estas proteínas se relacionan con acciones específicas en la biología tumoral, tales como la proliferación, 

angiogénesis, viabilidad, migración y diferenciación 146-149.  Del mismo modo, la modulación de los 

receptores BMP localizados en la membrana plasmática puede conducir a una mayor unión de los ligandos 

BMP o viceversa, induciendo alteraciones en las funciones celulares, como ocurre en algunos tipos de 

neoplasias 145, 150, 151. También se han descrito alteraciones asociadas a otros componentes implicados en 

la transducción de la señal, como ocurre con la expresión reducida de las BR-Smads y las Co-Smads en el 

cáncer colorrectal145, 150-152. Aunque los mecanismos que conducen a la regulación positiva o negativa de 

uno o varios componentes de la señalización BMP aún no se han descrito completamente, existen 

evidencias que asocian mutaciones, polimorfismos de un solo nucleótido y microRNAs con dichas 

alteraciones22, 153. Otros trabajos describen diferentes grados de metilación como los responsables de las 

alteraciones observadas, implicando generalmente la inactivación de diferentes genes de la vía BMP, 

como ocurre con la pérdida de expresión de BMP2 en el carcinoma renal o con el silenciamiento de SMAD8 

en el cáncer de mama y de colon154, 155. 
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En cuanto a los tumores hematológicos, aunque el papel de la señalización BMP ha sido menos estudiado, 

modificaciones en los diferentes elementos de esta ruta también parecen estar implicadas en su 

mantenimiento, progresión y en posteriores recaídas 156-159.  De nuevo, altos niveles de expresión de 

BMP2, BMP4 y en menor medida BMP7, se asocian con algunas de estas patologías 157, 160, 161. Además, en 

estos tumores se han descrito alteraciones en la expresión de los receptores de BMP. Las células 

tumorales de pacientes con leucemia mieloide crónica (LMC) exhiben mayores niveles de expresión de 

BMPRIB 160 , del mismo modo que en la leucemia linfocítica crónica tipo B (LLC-B), niveles incrementados 

de los receptores BMPRIA/BMPRIB se correlacionan con la progresión de la enfermedad, sugiriendo un 

efecto inductor de la proliferación 162. Por el contrario, el análisis de los receptores de la vía en las células 

de pacientes con leucemias agudas (Leucemia mieloide aguda(LMA) y LLA) ha puesto de manifiesto que, 

en estos tumores, niveles altos de BMPRIA, BMPRIB y BMPRII se asocian a mayores tasas de supervivencia 

y de remisión completa y, a un menor riesgo de recaía163. Más allá de los cambios identificados en los 

receptores de membrana, también se han encontrado alteraciones en las proteínas transductoras de la 

señal BMP, de hecho, una regulación positiva de las BR-smads (SMAD1 y SMAD8) se correlaciona con una 

menor expresión de SMAD4 en pacientes con LLC, asociándose con un mal pronóstico de la enfermedad 

164. Por el contrario, en pacientes con LMC, las células tumorales presentan niveles de SMAD1 y SMAD8 

significativamente menores que los controles sanos, lo que se traduce en importantes cambios en la 

expresión de los genes diana 160.  Por otra parte, algunos trabajos han descrito la implicación de algunos 

reguladores negativos de la vía BMP, tanto intracelulares como extracelulares. Así, los efectos apoptóticos 

de BMP7 descritos en las células de linfoma tipo B se contrarrestan con una sobreexpresión de la I-smad 

SMAD7 en estas células que inhibe la señalización a través de SMAD1/5/8165, 166. Esta sobreexpresión 

también se ha observado en células leucémicas tipo T 167. Sin embargo, en otros tumores, como la 

leucemia mieloide, aparecen regulados positivamente SMAD6 y el antagonista Gremlin, asociados al 

mantenimiento de las células madre leucémicas y al avance de la enfermedad 160. 

En paralelo a los estudios del estado de la vía de señalización BMP en las células tumorales, se han 

desarrollado trabajos dirigidos a estudiar las modificaciones de la vía en el resto de los componentes del 

nicho tumoral, evaluando así la influencia que éstos tienen en el desarrollo y la evolución de la 

enfermedad 156. En este contexto, Laperrousaz et al. han descrito un aumento de los niveles de BMP2 y 

BMP4 en la médula ósea de pacientes con LMC en fase crónica. Éstos están producidos por distintos 

componentes del estroma y parecen favorecer el mantenimiento y la expansión de las células tumorales 

160. Por el contrario, en la leucemia mieloide aguda, los ligandos BMPs son producidos por las propias 

células leucémicas que inducen, mediante la activación de la señalización canónica de BMP, la 

diferenciación osteogénica de las MSCs que secretan factores de crecimiento que promueven la 

proliferación de las células tumorales 168, 169. Además, en este contexto, estudios realizados por nuestro 

grupo ponen de manifiesto que las MSCs de la médula ósea de pacientes pediátricos de LLA presentan 
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una elevada producción BMP4 en el momento del diagnóstico que se reduce progresivamente tras el 

tratamiento quimioterápico 170.  

En relación con todos estos cambios que sufre el microambiente en el contexto tumoral, a lo largo de la 

última década han emergido trabajos que apuntan a los componentes de la ruta de señalización BMP 

como factores fundamentales en el desarrollo de un microambiente protector que contribuye al 

desarrollo de resistencia frente a la quimioterapia, favoreciendo las recaídas. En el caso de las neoplasias 

hematológicas, dada la importancia del microambiente de la médula ósea y el papel que esta vía de 

señalización tiene en el mantenimiento del mismo, no es sorprendente que alteraciones en estos 

componentes conduzcan al establecimiento de un microambiente adecuado para la progresión del tumor 

y el desarrollo de resistencia a la quimioterapia de las células tumorales. En este sentido, Dosen-Dahl et 

al. demostraron que el tratamiento de células de LLA con BMP6 las protegía de la muerte celular inducida 

por citarabina 171. Algunos trabajos indican que los pacientes de LMC resistentes a la terapia presentan 

una elevada producción de BMP4 por parte de las MSCs y altos niveles de expresión de BMPRIB en las 

células leucémicas. Ambas alteraciones parecen ser responsables de la supervivencia de las células 

tumorales escapando así a los efectos de la quimioterapia a través de un mecanismo que implica la 

sobreexpresión de TWIST-1, previamente identificado como un factor predictivo de la resistencia al 

tratamiento en estos pacientes 158, 172. Otros, sin embargo, señalan que la quimioprotección ofrecida por 

las células estromales requiere del contacto célula- célula y es dependiente de la vía de señalización BMP 

canónica 173. En el contexto de la leucémica promielocítica aguda, se ha descrito que en la resistencia al 

tratamiento con ácido trasnretionoico están implicadas las proteínas BMP2, BMP4 y BMP6 que inducen 

la regulación positiva de genes que bloquean la diferenciación, como ID1 e ID2 174.  

En conjunto, estos estudios ponen de manifiesto la implicación de la vía de señalización BMP en diversos 

procesos tumorales, con un papel tanto pro-tumoral como anti-tumoral, y apuntan, por un lado, a los 

distintos componentes de la vía como potenciales factores pronósticos de la enfermedad y, por otro, a la 

regulación de esta vía de señalización como posible diana terapéutica. 
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La infiltración de células leucémicas en el SNC representa uno de los principales desafíos clínicos en el 

tratamiento y la remisión definitiva de la LLA.  En este sentido, los regímenes contemporáneos de 

tratamiento se dirigen tanto a la enfermedad sistémica como a la del SNC, independientemente de la 

participación del SNC en el diagnóstico. Estos protocolos han conducido a un control efectivo de la 

enfermedad, también en el SNC, reduciéndose en éste la incidencia de la misma de forma muy notable 1, 

68, 175, 176. A pesar de todo ello, la recaída en el SNC sigue siendo la causa más importante de morbi-

mortalidad, ya que ocurre entre el 2 y el 7 % de los pacientes con LLA (más del 30% de todas las recaídas). 

Por tanto, como hemos señalado, este es uno de los principales desafíos en la oncología pediátrica, debido 

a las bajas tasas de curación y a los efectos secundarios del tratamiento a largo plazo 71. Definir los 

mecanismos que dirigen el tráfico de células leucémicas desde la sangre a este compartimento es 

relevante para comprender la biología y la fisiopatología de la leucemia. Sin embargo, las observaciones 

clínicas y experimentales sugieren un valor pronóstico y terapéutico relativamente limitado de estos datos 

en cuanto a la recaída de la LLA en el SNC. En este sentido, a pesar de que la infiltración del SNC rara vez 

se detecta en el diagnóstico inicial debido, fundamentalmente, a las limitaciones de los métodos 

empleados para ello, la quimioterapia intratecal profiláctica dirigida al SNC es necesaria para la 

supervivencia libre de enfermedad (50-75% de los pacientes de LLA presentaban metástasis en SNC antes 

del desarrollo de dichas terapias5, 175) indicando la existencia de manifestación subclínica ya en el 

momento del diagnóstico en un elevado porcentaje de pacientes 92, 177. Si bien hay cierta controversia, 

tampoco parece que sean determinados clones los que adquieran esta capacidad 12, 19. Así, la composición 

de células leucémicas en el SNC es policlonal y similar a las del fémur o el bazo indicando, que el tropismo 

hacia el SNC es probablemente una característica omnipresente en blastos LLA 12. En la misma línea, 

resultados obtenidos utilizando el modelo xenogénico de LLA indican que hasta el 80% de los ratones 

trasplantados con muestras primarias de pacientes con LLA-B presentan células tumorales en el SNC a 

pesar de que la mayoría de las muestras de leucemia procedían de pacientes con resultado negativo en 

el análisis del LCR 12. 

En conjunto, estas observaciones sugieren que las células de LLA que son refractarias a la terapia o 

particularmente receptivas a señales protectoras derivadas del microambiente donde se localizan, 

pueden sobrevivir en nichos del SNC durante períodos prolongados como EMR extramedular y ser 

responsables de la recaída en el SNC, sin tener que involucrar necesariamente a la médula ósea (recaída 

aislada en el SNC 178).  

Por todo ello, se hace necesario estudiar las posibles localizaciones de las células leucémicas en el SNC 

que les sirven de santuario, permitiéndolas sobrevivir a la quimioterapia y a la respuesta inmune del 

paciente, una cuestión que, en el caso de la LLA, a día de hoy no ha sido desentrañada. En este sentido, 

conocer las interacciones que, en dichos nichos, establecen las células leucémicas y las células del SNC, 

así como el resultado de las mismas, puede resultar fundamental tanto para abordar los nuevos 

tratamientos en fase de ensayo clínico como para desarrollar, en un futuro, nuevas estrategias 
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terapéuticas más efectivas a la hora de controlar la EMR extramedular. Por otra parte, todos los trabajos 

que analizan la condición neurológica de los pacientes de LLA a lo largo de la vida atribuyen las 

alteraciones encontradas al tratamiento quimioterápico, siendo muy pocos los trabajos que recogen el 

daño en el SNC producido directamente por la propia infiltración leucémica en un cerebro aún en 

desarrollo (pacientes pediátricos) y, cuyos efectos no serán anulados con la reducción de los efectos 

secundarios de la actual quimioterapia intratecal.    

A tenor de lo anterior, los objetivos del presente trabajo son:  

1. Estudiar la localización de las células leucémicas en el SNC en un modelo animal de LLA. 

2. Evaluar los cambios histológicos y funcionales en el SNC como consecuencia de la infiltración 

leucémica abordando sus efectos en la neurogénesis. 

3. Analizar el plexo coroideo como nicho para células leucémicas. 

4. Evaluar la relevancia de BMP4 y su vía de señalización en la infiltración leucémica. 

5. Validar prospectivamente el valor pronóstico de BMP4 y el estado de la vía canónica de 

señalización de BMP4 en los blastos leucémicos en niños diagnosticados de LLA.  
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1. Muestras de pacientes 

Las muestras primarias utilizadas en este estudio proceden del aspirado de médula ósea de pacientes 

pediátricos diagnosticados de LLA, sin hacerse, en ningún caso, extracciones adicionales. Las muestras 

han sido proporcionadas por el Hospital Niño Jesús de Madrid con la participación del Grupo de Estudios 

Biológicos de la LLA infantil que agrupa a todos los laboratorios españoles dedicados al diagnóstico y 

seguimiento de esta enfermedad.  El presente estudio ha sido aprobado por el Comité de Ética del Hospital 

Niño Jesús de Madrid y, en todos los casos se obtuvo el consentimiento informado previo de padres o 

tutores. 

Para los estudios de expresión génica, se han analizado un total de 174 muestras procedentes de tres 

centros diferentes, el Hospital Universitario Niño Jesús de Madrid, el Hospital Sant Joan de Déu de 

Barcelona y el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia. Las características de los pacientes 

están recopiladas en las (Tablas 2 y 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Características de los pacientes de LLA. Mediana de seguimiento 1322 días. 

 

 

 

 

 

 

Grupo n % 

Niños 93 53,14 

Niñas 82 48,86 

LLA-B 145 82,86 

LLA-T 29 16,57 

Riesgo no alto 146 83,43 

Riesgo alto 29 16,57 

EMR- (día 33) 93 79,49 

EMR+ (día 33) 24 20,51 

No recaída 153 87,43 

Recaída 22 12,57 

Vivos 167 95,43 

Fallecidos 8 4,57 
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Tabla 3. Características de los pacientes de LLA-B del grupo de riesgo no alto. Mediana de seguimiento 1322 días. 

2. Estudios in vivo 

2.1 Animales de experimentación 

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-Prkdc 

scid IL2rg tm1Wjl /SzJ) y ratones C57/BL6 de entre 8 y 12 semanas suministrados por Jackson Laboratories 

(Bar Harbor, Maine, EE.UU) y mantenidos en el animalario del CIEMAT (Centro de Investigaciones 

Energéticas, Medioambientales y Tecnológicas) y en el animalario de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Complutense de Madrid (UCM) en un ambiente libre de patógenos en el caso de los ratones 

inmunodeficientes, y en condiciones estándar de humedad y temperatura, con acceso libre a comida y 

agua, así como ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.  Todos los procedimientos animales han sido 

aprobados por el Comité Ético de Experimentación y Bienestar Animal de la Universidad Complutense de 

Madrid y de la Comunidad de Madrid.  

2.2 Modelo xenogénico de leucemia linfoblástica aguda 

Para el establecimiento del modelo xenogénico de LLA, los ratones NSG fueron trasplantados con 0.5-5 x 

106 células de muestras primarias de leucemia linfoblástica aguda (Tabla 4) o células de la línea celular 

Nalm6 mediante inyección intravenosa en la vena de la cola. En los casos en los que se indica, las células 

fueron marcadas con CFSE antes del trasplante. El injerto de las células leucémicas se comprobó mediante 

el análisis, por citometría de flujo, de la presencia de éstas en sangre periférica semanal o 

quincenalmente, según el diseño experimental. A continuación, los ratones fueron monitorizados 

regularmente hasta la aparición de síntomas clínicos (pelo erizado, aturdimiento, letargo, parálisis) que 

determinaron el momento de eutanasia mediante dislocación cervical. En los casos en los que se indica, 

los animales fueron sacrificados antes de la aparición de esta sintomatología.  

 

Grupo n % 

Niños 67 54,92 

Niñas 55 45,08 

LLA-B 122 100 

EMR- (día 33) 72 88,89 

EMR+ (día 33) 9 11,11 

No recaída 107 87,7 

Recaída 15 12,3 

Vivos 118 96,72 

Fallecidos 4 3,28 
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Paciente Fenotipo Sexo Blastos (%) Riesgo 
Afectación 

SNC  
EMR Recaída 

SLE 
(días) 

1 B F 90 Alto - + + 280 

2 B F 90 No alto - - - 2592 

3 B M 90 No alto - - - 2920 

4 B M 95 Alto - + - 2555 

5 B M 90 No alto - - - 2957 

6 B M 90 No alto - - - 1280 

7 B M 95 No alto - - - 1277 

8 B F 90 No alto - - - 1095 

9 B M 95 No alto - - - 1058 

10 B M 95 No alto - - - 620 

11 B M 90 -  - - + 1004 

 

Tabla 4. Características de los pacientes de LLA-B cuyas células fueron utilizadas en el modelo xenogénico de LLA. 

SLE: Supervivencia libre de enfermedad. 

2.3 Recolección de muestras biológicas 

Para comprobar el injerto de las células leucémicas, así como para hacer un seguimiento de la 

enfermedad, se extrajeron periódicamente muestras de sangre de unos 100 µl mediante punción en la 

vena de la cola. Esto se llevó a cabo utilizando una cámara de metacrilato como medio de sujeción que, 

además, facilitaba la exposición de la cola. A continuación, las células fueron marcadas con dos 

anticuerpos, uno frente a la molécula CD45 de ratón (Ly5.1) y otro frente al antígeno CD19 de las células 

humanas, distinguiendo así las células sanguíneas del ratón y las células leucémicas humanas que habían 

injertado como se muestra en la Figura 4.  

Antes de ser sacrificados, los animales fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal de 

ketamina (50mg/kg) y medetomidina (0,5mg/kg) para proceder, a continuación, a la obtención de sangre 

periférica mediante un corte en la vena subaxilar. En algunos casos, los animales fueron perfundidos con 

tampón fosfato 0,1M (PBS) seguido de una solución fijadora de paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS.  A 

continuación, los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical y se extrajeron: el fémur de 

ambas patas para la posterior extracción de la médula ósea, el bazo y el cerebro. De todos ellos se llevó a 

cabo el consiguiente análisis histológico y/o por citometría de flujo. 

 

Figura 4. Cuantificación del porcentaje de injerto (células hCD19+ mCD45-) en sangre periférica. 
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2.4 Obtención de suspensiones celulares a partir de tejido 

Las muestras de cerebro extraídas de los animales fueron disgregadas, en la mayor parte de los casos, 

mecánicamente con el émbolo de una jeringa estéril y la suspensión celular resultante filtrada a través de 

una membrana porosa (40µm de diámetro del poro). En los casos en los que se llevó a cabo el estudio del 

nicho neurogénico de la SVZ, tanto el cerebro como la SVZ fueron disgregados utilizando un kit comercial 

de disociación de tejido neural según las recomendaciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Brevemente, 

el tejido fue troceado y digerido en una solución con tripsina-EDTA (0,1mM) (Lonza) con la ayuda de un 

disociador (GentleMACS Octo Dissociator, Miltenyi Biotec). Una vez filtrada la muestra, las células muertas 

fueron eliminadas (Dead Cell Removal Kit; Miltenyi Biotec). En los casos en los que se pretendía excluir 

del análisis las células que se depositan sobre la superficie cerebral pero que no habían penetrado en el 

parénquima, los cerebros fueron sometidos a varios lavados con PBS - ácido etildiamino tetraacético 

(5mM) (PBS-EDTA) antes de ser disgregados. 

En cuanto a los bazos, una vez extraídos eran disgregados mecánicamente con un homogenizador tipo 

Potter. Por su parte, las células procedentes de médula ósea se obtuvieron a partir del fémur. Para ello, 

las epífisis del hueso fueron eliminadas mediante un corte, permitiendo así la entrada de una jeringa por 

uno de los extremos hacia la cavidad medular del hueso. El contenido de ésta (PBS 1%EDTA 1%BSA) se 

vació en el interior del hueso para lavar el mismo y posteriormente, recoger la suspensión celular obtenida 

a través del extremo contrario del hueso. 

Las suspensiones celulares obtenidas, fueron filtradas y utilizadas para determinar el porcentaje de 

infiltración leucémica en cada uno de los órganos, así como para realizar el estudio fenotípico de las 

poblaciones celulares infiltrantes mediante citometría de flujo. 

2.5 Administración subcutánea de tratamientos 

La administración in vivo de DMH1 (Tocris, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), un inhibidor de la 

señalización canónica de BMP o su vehículo, DMSO, se llevó a cabo mediante la implantación de bombas 

microosmóticas (ALZET, modelo 1002) que permitían la liberación diaria del tratamiento a un flujo 

constante de 0,25µl/hora durante 14 días. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, las bombas se 

cargaron el día anterior al implante y se mantuvieron durante 12 horas en una solución salina a 37 °C para 

equilibrarlas y asegurar la correcta liberación del tratamiento. 

Antes de la implantación, los animales fueron anestesiados con una solución de ketamina (50mg/kg) y 

medetomidina (0,5mg/kg) inyectada intraperitonealmente y se les aplicó lubricante oftalmológico para 

evitar el daño ocular. Tras rasurar la zona y esterilizarla, se realizó una pequeña incisión en la zona media 

interescapular y se separó la piel del tejido conjuntivo para poder insertar la bomba en posición 

subcutánea. Finalmente, se suturó la piel, se administró atipamezol (0,5mg/ml) para revertir la anestesia 
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y los animales fueron depositados en una cama calefactora con el objetivo de mantener la temperatura 

corporal y evitar la hipotermia hasta su completa recuperación.  

Los animales fueron tratados con 3mg/kg de DMH1 al día.  En los casos en los que se indica, el inicio del 

tratamiento tuvo lugar una vez detectado el injerto y se mantuvo hasta el momento de la eutanasia, 

determinado por la aparición de síntomas clínicos en los individuos del grupo control. Transcurridos 14 

días después del implante, las bombas subcutáneas fueron sustituidas por nuevas bombas previamente 

cargadas para asegurar el mantenimiento del tratamiento. En ocasiones, sin embargo, estos dispositivos 

subcutáneos se implantaros 3 días antes del trasplante de las células leucémicas, manteniéndose de 

nuevo hasta el momento en el que los animales fueron sacrificados, 16 horas después de la infusión. 

2.6 Administración intra-cerebroventricular de tratamientos (ICV) 

Una vez comenzaban a detectarse los primeros síntomas clínicos en los animales que estaban 

desarrollando la enfermedad, el inhibidor DMH1 (3,5mg/ml) o su diluyente, DMSO, así como los mismos 

fármacos utilizados en la TIT como parte del protocolo de tratamiento de los pacientes pediátricos, se 

administraron a los ratones mediante inyección intra-cerebroventricular. Los fármacos utilizados fueron: 

metotrexato (3,2mg/ml; Pfizer, Nueva York, NY, EEUU), citarabina (6,4 mg/ml; Pfizer, Nueva York, NY, 

EEUU), e hidrocortisona (10mg/ml). Por su parte, el grupo control recibió el mismo volumen de solución 

salina (0,09% NaCl). Para ello, los animales se colocaron en un estereotáxico (KOPF Instruments, EE.UU.) 

y se mantuvieron anestesiados con una mezcla de isofluorano en oxígeno (5%inducción, 1-

3%mantenimiento) a lo largo de toda la cirugía. La piel de la zona superior al cráneo fue rasurada y 

desinfectada antes de realizar una incisión anteroposterior que dejase éste al descubierto. En cada animal 

se calcularon las coordenadas correctas para realizar la inyección en el ventrículo lateral, usando el 

Bregma como referencia (antero-posterior = -0.58, medio-lateral = +1 y dorso-ventral = -2.3). Una vez 

localizadas éstas, se realizó un orificio para permitir la entrada de una jeringa Hamilton (32G) y proceder 

a la administración del tratamiento en un volumen de 2µl y a una velocidad controlada de 0,2µl/min. 

Durante todo el proceso, la temperatura corporal del ratón fue monitorizada para asegurar que se 

mantenía dentro de un rango apropiado. Una vez finalizada la inyección, se suturó la piel y los animales 

se depositaron en una cama calefactora hasta su completa recuperación. Los animales fueron sacrificados 

48 horas después de la administración del tratamiento y sus órganos procesados para el análisis 

histológico y por citometría de flujo. 
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2.7 Tests de comportamiento 

2.7.1 Test de la cuerda transversal 

La evaluación de los déficits funcionales en la coordinación motora se realizó colocando a los animales 

con sus patas delanteras en el centro de una cuerda de 60 cm de largo unida a dos plataformas, según lo 

descrito anteriormente por Doeppner et al. 179. Para evitar que los animales pudieran sufrir daños 

derivados de la caída de la cuerda, el test se llevó a cabo sobre una superficie acolchada. En esta prueba 

se analizaron dos parámetros: el tiempo que los animales se mantenían en la cuerda y la llegada o no a 

una de las dos plataformas situadas a cada extremo de la cuerda. El tiempo máximo de duración de la 

misma era de 60 segundos y, teniendo en cuenta ambos parámetros, a cada animal se le asignaba una 

puntuación de 0 a 20, según se detalla en la tabla 5. Cada animal fue evaluado semanalmente desde el 

trasplante de las células leucémicas hasta la aparición de los síntomas que comprometía su supervivencia. 

Puntuación Tiempo (seg) 
Llegada a la 
plataforma 

20 1-6 + 

19 7-12 + 

18 13-18 + 

17 19-24 + 

16 25-30 + 

15 31-36 + 

14 37-42 + 

13 43-48 + 

12 49-54 + 

11 55-60 + 

10 55-60 - 

9 49-54 - 

8 43-48 - 

7 37-42 - 

6 31-36 - 

5 25-30 - 

4 19-24 - 

3 13-18 - 

2 7-12 - 

1 1-6 - 

0 0 - 

 

Tabla 5. Criterios de evaluación para el test de la cuerda transversal. 

2.7.2 Prueba de fuerza de agarre 

Para identificar cambios en la fuerza de los roedores derivados del desarrollo de la enfermedad, éstos 

fueron sometidos a una prueba de fuerza de agarre o Grip Strength Test.  Al inicio del test, los animales 

se colocaron sobre la cara superior de la rejilla de una jaula sostenida horizontalmente a 20 cm por encima 

de ésta. A continuación, se giraba la rejilla 180⁰ a lo largo de su eje horizontal y se mantenía en esta 
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posición durante un tiempo de 60 segundos para determinar el tiempo que los animales eran capaces de 

mantenerse agarrados. Con el objetivo de evitar posibles daños en caso de caída, la jaula fue recubierta 

por una superficie acolchada durante el desarrollo de la prueba. Cada roedor fue evaluado semanalmente 

desde la infusión de células leucémicas hasta la aparición de los síntomas y, cada vez, la prueba se repitió 

dos veces para calcular la media de tiempo que cada uno se mantenía agarrado a la rejilla. 

2.7.3 Prueba de discriminación olfativa 

La capacidad para discriminar diferentes olores se evaluó utilizando una adaptación de los test de 

habituación/deshabituación anteriormente descritos 180. Para ello, se usaron jaulas completamente 

limpias en las que los ratones fueron expuestos individualmente a diversos odorantes impregnados en 

bastoncillos de algodón que se depositaban en la parte superior de la jaula. Dos días antes de la realización 

de la prueba, se llevó a cabo una sesión de familiarización con el procedimiento en la que se mantuvo a 

cada ratón en la jaula con un bastoncillo impregnado de aceite mineral durante 10 minutos.  Asimismo, 

el día de la prueba de discriminación olfatoria, ésta se inició con un periodo de exposición al aceite mineral 

durante 5 minutos. A continuación, éste se fue sustituyendo por nuevos bastoncillos empapados con 10µL 

de diferentes odorantes diluidos en aceite mineral siguiendo la siguiente secuencia: cuatro exposiciones 

sucesivas al primero (Octanal, Sigma); una exposición a un segundo olor similar al primero, un 

enantiómero del mismo (Heptanal, Sigma); dos nuevas exposiciones al primer odorante; y una última 

exposición a un olor completamente diferente (Anisole, Sigma). Cada exposición tuvo una duración de 90 

segundos dejándose un intervalo de dos minutos entre una y otra. El test completo se registró con una 

videocámara y se cuantificó manualmente el tiempo que cada animal invertía en la exploración del 

bastoncillo impregnado con el odorante, olfateando o dirigiéndose hacia el mismo, acercándose (2-3cm) 

o contactando con él. Al finalizar la prueba, la caja se limpió cuidadosamente con etanol 70% para eliminar 

olores y restos orgánicos que pudieran influir en la realización del test al siguiente animal. 

2.8 Técnicas histológicas 

Las muestras de tejido extraídas inmediatamente después de sacrificar a los animales se sumergieron en 

una solución fijadora de PFA al 4% en PBS durante 24 horas a 4°C. A continuación, se lavaron con 

abundante PBS y el tejido fue transferido a una solución de sacarosa al 30% en PBS donde se mantuvo 

durante 48 horas. Finalmente, las muestras se sumergieron en OCT (Tissue-Tek, Miles, Elkhart, In., EEUU), 

se congelaron rápidamente y se mantuvieron almacenadas a -80°C hasta el momento de su 

procesamiento. Posteriormente, criosecciones de 8-10 µm fueron obtenidas en un criostato (Shandon 

Cryotome E; Thermofisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA). Estas se mantuvieron a -20°C 

hasta el momento en el que se realizó la inmunodetección.  

Algunas muestras de tejido fueron incluidas en parafina. Para ello, tras permanecer durante 24h en 

solución fijadora de PFA al 4% en PBS, se llevó a cabo la deshidratación de la muestra en alcoholes de 
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graduación creciente (etanol 50%- 100%) y su posterior aclaramiento en Clear-Rite 3 (Termofisher 

Scientific). Después, las piezas fueron sumergidas en distintas soluciones de parafina líquida durante, al 

menos, 3 horas para finalmente colocarlas en la orientación deseada y formar un bloque sólido de 

parafina. La muestra incluida en parafina fue seccionada en un microtomo (Shandon Finesse 325; 

Thermofisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA) en el que se obtuvieron cortes con un grosor 

de 10 µm. 

2.8.1 Tinción con hematoxilina-eosina 

Las secciones obtenidas a partir de piezas incluidas en parafina fueron desaparafinadas antes de teñirse 

con hematoxilina-eosina (H-E). Para ello, éstas fueron sumergidas en xileno (3min x 3) y en alcoholes de 

graduación decreciente (100%- 30%). A continuación, fueron lavadas e incubadas con hematoxilina 

(15min) y eosina (7min) y, tras eliminar los restos de colorante, los cortes se deshidrataron con 

concentraciones crecientes de alcohol (96%-100%) y xileno (3 lavados). Finalmente, las preparaciones se 

montaron con bálsamo de Canadá (Merck S.L) que permite la preservación de la muestra.  

2.8.2 Inmunofluorescencia 

En las secciones congeladas obtenidas, las uniones inespecíficas fueron bloqueadas mediante su 

incubación en una solución que contenía suero de burro al 5%, (Jackson Immunoresearch), glicina al 1%, 

TritonX-100 al 0,1% y azida sódica al 0,05% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. A 

continuación, las muestras se incubaron durante 24 horas a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos en 

la solución bloqueo (Tabla 6). Tras realizar 3 lavados de 5 minutos en PBS, los cortes se incubaron con los 

correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a distintos fluorocromos (Alexa-Fluor 488, Alexa-

Fluor 594, DyLight™ 405) (Tabla 7) y diluidos en la solución bloqueo, durante 1 hora a temperatura 

ambiente y en oscuridad. En los casos en los que se indica, se utilizó el kit comercial In Situ Cell Death 

Detection Kit (Roche) de acuerdo con las indicaciones del fabricante para la detección de células 

apoptóticas mediante el método TUNEL (dUTP-X nick end labeling). Los núcleos de las células se tiñeron 

con Hoechst 33258 (Molecular Probes, Invitrogen) durante 10 minutos para identificar todas las células 

presentes en las secciones de tejido y, finalmente, las preparaciones se montaron con un medio específico 

para preservar la fluorescencia (FluorSave Reagent; Calbiochem). 

El estudio mediante fluorescencia de la localización de las células leucémicas, así como de los cambios 

histológicos producidos por la leucemia se llevó a cabo en, al menos, 3 animales trasplantados con cada 

una de las muestras primarias utilizadas en este trabajo y, en paralelo, en animales infundidos con la línea 

celular Nalm6. 

El análisis de las secciones se realizó con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ci. La adquisición 

de las imágenes con una cámara Nikon Digital sight DS-U3 y el software Nis-Elements D. Asimismo, para 

el procesamiento de las imágenes se utilizó el software Fiji. 
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Tabla 6. Listado de anticuerpos primarios. 

 

 

Tabla 7. Listado de anticuerpos secundarios. 

2.8.3 Microscopía electrónica de transmisión 

Para el estudio mediante microscopía electrónica, los cerebros obtenidos de animales que habían 

desarrollado la enfermedad a partir del trasplante de muestras primarias de LLA-B se fijaron por inmersión 

en tampón cacodilato 4% de glutaraldehido, la postfijación se llevó a cabo con tetróxido de osmio al 1% 

y, por último, las muestras fueron deshidratadas en acetona para su posterior inclusión en resina Araldite 

(Sigma-Aldrich). En un ultramicrotomo OM-U3 (Reichert Inc., Buffalo, NY, EEUU) se obtuvieron secciones 

ultrafinas que se contrastaron doblemente con acetato de uranilo y citrato de plomo para su análisis en 

un microscopio electrónico JEM 1010 (JEOL, Tokio, Japón) en el ICTS Centro Nacional de Microscopía 

Electrónica en la UCM. 

Anticuerpos primarios 

Antígeno Huésped Clon Dilución 
Casa 

Comercial 
Referencia 

Pan-CK  Ratón C11 1:400 Sigma F3418 

Laminina Conejo policlonal 1:300 Sigma L9393 

Iba1 Conejo NCNP24 1:500 DAKO 019-19741 

Ki67 Conejo policlonal 1:100 abcam ab15580 

GFAP Pollo policlonal 1:200 Merck Millipore AB5541 

Colágeno tipo 1 alfa 1 Conejo policlonal 1:100 Sigma HPA011795 

CD19 Ratón A3-B1 1:100 Immunostep 19PU-01MG 

MAP2 Pollo policlonal 1:500 abcam HPA011795  

ER-TR7 Rata   1:50 Santa Cruz sc-73355 

CD31 Rata MEC 13.3 1:100 BD Biosciences 550274 

Caspasa 3 Conejo policlonal 1:400  Sigma C8487 

α-actina de músculo 
liso (α-SMA) 

Conejo EPR5368  1:100 Merck Millipore MABT381 

Vimentina Conejo monoclonal 1:100 CellSignaling 5741 

Anticuerpos secundarios 

Nombre Antígeno Huésped Dilución Casa Comercial Referencia 
Alexa Fluor 594 Highly 

Cross-Adsorbed 
Conejo IgG (H+L) Burro 1:500 

Thermofisher 
Scientific 

A21207 

Alexa Fluor 488 Highly 
Cross-Adsorbed 

Conejo IgG (H+L) Burro 1:500 
Thermofisher 

Scientific 
A-21206 

Alexa Fluor® 488 
AffiniPure  

Pollo IgY (IgG) 
(H+L) 

Burro 1:500 
Jackson 

Immunoresearch 
703-545-155 

DyLight™ 405 
AffiniPure 

Pollo IgY (IgG) 
(H+L) 

Burro 1:500 
Jackson 

Immunoresearch 
703-475-155 

Alexa Fluor® 594 
AffiniPure 

Pollo IgY (IgG) 
(H+L) 

Burro 1:500 
Jackson 

Immunoresearch 
703-585-155 

Alexa Fluor 488 Highly 
Cross-Adsorbed 

Rata IgG (H+L) Burro 1:500 
Thermofisher 

Scientific 
A-21208 

Alexa Fluor 488 Highly 
Cross-Adsorbed 

Ratón IgG (H+L) Burro 1:500 
Thermofisher 

Scientific 
A-21202 

Alexa Fluor 594 Highly 
Cross-Adsorbed 

Ratón IgG (H+L) Burro 1:500 
Thermofisher 

Scientific 
A-21203 
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2.8.4 Cuantificación semicuantitativa de la infiltración en el cerebro 

A partir de los cerebros extraídos de animales trasplantados con muestras primarias de LLA-B, se 

analizaron al menos 10 secciones representativas de uno de los dos hemisferios cerebrales para identificar 

las zonas en las que las células tumorales se localizaban con mayor frecuencia y realizar una cuantificación 

semicuantitativa de la carga tumoral en cada una de éstas.  Así, el grado de infiltración se clasificaba en: 

ausencia de células (-), pequeños grupos de 2- 10 células (+), grupos de 10-50 células (++) y grandes 

acúmulos de células leucémicas (+++), basado en el marcaje con un anticuerpo frente al antígeno CD19 

(n= 3-5 animales/muestra). 

2.9 Resonancia magnética  

Los experimentos de imagen de resonancia magnética (IRM) se llevaron a cabo en el equipo Biospec BMT 

47/40 (Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) del CAI de Resonancia Magnética Nuclear y de Espín 

electrónico de la UCM, que posee un campo magnético de 4.7 Teslas. Se empleó un sistema de gradientes 

de 6 cm de diámetro interno capaz de alcanzar un gradiente máximo de 450 mT/m. Los animales se 

anestesiaron mediante una mezcla de isoflurano en oxígeno y se dispusieron en posición decúbito prono 

en el interior de una antena de radiofrecuencia de volumen de 3 cm de diámetro interno. Los animales se 

mantuvieron anestesiados a lo largo de todo el experimento. Se les colocó una cánula no magnética en la 

vena lateral de la cola para la inyección del agente de contraste. Durante el tiempo de duración del 

experimento se monitorizó la respiración de los animales y la temperatura corporal se mantuvo a 36 °C 

mediante un sistema de recirculación de agua caliente.  

Antes de la inyección del agente de contraste se adquirieron imágenes de RM potenciadas en T1 y en T2 

del cerebro completo de los animales empleando secuencias de espín y de eco de espín rápido (RARE, 

rapid acquisition with relaxation enhancement), respectivamente. Para el caso de las imágenes 

potenciadas en T1, el tiempo de repetición (TR) y el tiempo de eco (TE) fueron 539 y 8.5 ms. Para las 

imágenes potenciadas en T2: TR/TE=2735/75.36 ms. Los planos de las imágenes fueron los mismos para 

ambos experimentos: campo de visión o field of view (FOV) = 2.56 x 2.56x1.5 cm3, matriz de imagen = 

256x256x15. El tiempo total de ambos experimentos fue aproximadamente de 11 minutos. Al finalizar la 

adquisición de las imágenes pre-contraste se hizo una inyección intravenosa de 0.1 ml/kg del agente 

delcontraste basado en Gd (gadobenato de dimeglumina, Multihance, Bracco Imaging S.p.A., Milán, Italia) 

y se repitió la secuencia de los dos experimentos de eco de espín potenciados en T1 y T2 a lo largo del 

tiempo. El tiempo total varió desde 1 hora hasta 2 horas, dependiendo de la severidad de la enfermedad. 

Los datos se analizaron empleando el programa ImageJ 1.52h (NIH, Bethesda, EEUU). 

El agente de contraste basado en Gd produce una disminución del tiempo de relajación T1 lo que se 

traduce un aumento de la señal en las imágenes potenciadas en T1. Por tanto, para el cálculo de la 

severidad del daño en las barreras cerebrales se emplearon las imágenes potenciadas en T1, ya que en 



 
 Material y Métodos  

 

 63 

aquellas regiones del cerebro en las que las barreras no estén intactas se producirá un aumento de la 

señal en la imagen T1 debido a que el agente de contraste basado en Gd difundirá del sistema vascular al 

espacio intersticial. 

En primer lugar, se corrigieron los posibles movimientos de traslación y rotación de las imágenes post-

contraste en las tres direcciones espaciales, tomando como referencia las imágenes previas a la inyección 

del agente de contraste. Luego, se definieron regiones de interés (ROIs) en diferentes zonas del cerebro 

y en todos los cortes (Figura 5). Finalmente se calculó el valor, relativo respecto al valor pre-contraste, de 

la intensidad media de cada ROI en cada punto temporal. Este valor relativo se calcula según la fórmula: 

I_rel=(I_i-I_0)/I_0 

Donde I_rel corresponde a la intensidad relativa de cada ROI y punto temporal, I_i es la intensidad media 

del ROI en dicho punto temporal e I_0 es la intensidad media del ROI en la imagen previa a la inyección 

del contraste. 

De este modo aquellos ROIs en zonas cerebrales en las que las barreras cerebrales no están intactas se 

observa un aumento del valor de I_rel. Además, este aumento es mayor cuanto mayor sea la severidad 

del daño en la barrera. 

 

Figura 5. Imágenes representativas en las que se muestran los ROIs definidos para el análisis. 

3. Estudios in vitro 

3.1 Obtención y cultivo de líneas celulares leucémicas 

Las células leucémicas utilizadas para los ensayos in vitro fueron líneas leucémicas establecidas debido a 

la imposibilidad para mantener las células primarias en cultivo. También se utilizaron en algunos estudios 

in vivo, como se ha indicado anteriormente. Tanto las células leucémicas Nalm6 (ACC128) como las células 

Tom1 (ACC578) proceden de pacientes diagnosticados de leucemia linfoblástica aguda tipo B (LLA-B) 

obtenidas en DMSZ (Brunswick, Alemania) (Tabla 8). Estas células se expandieron a una densidad de 1x106 

células/ml en medio RPMI 1640 (Lonza Hopkinton, MA, EEUU) suplementado con suero bovino fetal (SBF) 

al 10%, 2mM de L-glutamina, 100 U/Ml de penicilina y 100µg/ml de estreptomicina. Se mantuvieron para 

ello en un incubador de 37°C, en una atmósfera húmeda y al 5% de CO2. 
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Línea 
leucémica 

Inmunofenotipo Origen 
Alteración 
genética  

Riesgo 
de 

recaída 

Fenotipo 

Negativo Positivo 

Nalm6 LLA pre-B 

Establecida en 1976 a 
partir de sangre periférica 

de un varón de 19 años 
diagnosticado de LLA en 

fase de recaída 

No descrita RE 

CD3; CD37; CD80; 
sm/cyIG; 

sm/cyIgM; 
sm/cykappa; 
sm/cylambda 

CD10; CD19: 
CD138; cyC79a; 
cyIgM; HLA-DR 

Tom1 LLA pre-B 

Establecida en 1983 a 
partir de aspirado de 
médula ósea de una 

mujer de 54 años 
diagnosticada de LLA BCR-

ABL 

t(9;22) 
BCR-ABL1 

RA 

CD2; CD3; CD7; 
CD80; CD138; 

sm/cyIgG; 
sm/cyIgM; 

sm/cykappa; 
sm/cylambda 

CD10; CD13; 
CD19; CD20; 
CD34; CD37; 

CD38; cyCD79a; 
HLA-DR 

 

Tabla 8. Características de las líneas celulares leucémicas.  

Posteriormente, estas células fueron sembradas en placa de 24 pocillos a una densidad de 1x106 

células/ml en su medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de BMP4 recombinante humano 

(0,01, 0,1, 1, 10 o 100ng/mL) (Humanzyme Inc., Chicago, EEUU) o con el inhibidor de receptores BMP tipo 

I, DMH1 (10μM; Tocris, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se contaron en viabilidad con azúl tripán 

(Merck Millipore, Sigma-Aldrich, España). Los tiempos de cultivo se indican en cada caso. 

3.2 Transducción de la línea celular Nalm6 

El establecimiento de una línea leucémica (Nalm6) que sobreexpresase BMP4 (Nalm6-BMP4), se consiguió 

mediante la transducción de estas células con un vector lentiviral que contiene el gen de BMP4. Para ello 

se utilizó el plásmido comercial pCMV-SPORT6 que contenía el gen que codifica para BMP4 (Clone Id: 

4399276; Termofisher) y, mediante el sistema de recombinación Gateway®, la secuencia codificante para 

el gen de interés fue transferida al plásmido de expresión lentiviral p-LNT-SFFV-WPRE. Esta tecnología 

está basada en dos reacciones de recombinación consecutivas: la reacción BR, mediante la cual el gen que 

codifica para BMP4 se transfiere desde el plásmido pCMV-SPORT6 al plásmido donante (pDONRTM 201; 

Invitrogen) para formar el plásmido de entrada que, posteriormente, en la reacción de recombinación LR, 

transfiere el gen BMP4 al plásmido lentiviral de destino p-LNT-SFW-WPRE obtenido del Dr. Adrian 

Thrasher a través del Dr. Peter van der Sluijs, (University College London, Londres, Reino Unido). Estas 

reacciones fueron catalizadas por las clonasas BP y LR, respectivamente (Termofisher Scientifc).  Bacterias 

competentes (DH5α) fueron transformadas mediante choque térmico con las reacciones de 

recombinación y, los plásmidos de entrada y de expresión lentiviral fueron seleccionados con el 

antibiótico correspondiente. Para la purficación de los plásmidos se utilizó el kit High Pure Plasmid 

Isolation kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plásmidos lentivirales de expresión p-

LNT-SFW-WPRE-BMP4 se confirmaron mediante secuenciación. 

Los vectores lentivirales para la sobreexpresión de BMP4 fueron generados en células HEK-293T mediante 

la transfección conjunta de tres plásmidos de expresión: (1) p8.91, un plásmido que contiene los genes 

estructurales “Gag-Pol” del retrovirus de la inmunodeficiencia humana, necesarios para que se ensamblen 
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las partículas lentivirales; (2) pMDG, un plásmido que expresa la glicoproteína G del virus de la estomatitis 

vesicular y cuya función consiste en proveer a los lentivirus de una envoltura diferente a la del retrovirus 

para poder infectar otras células diferentes de las que infecta el VIH, un proceso de cambio de envoltura 

conocido como pseudotipaje; (3) p-LNT-SFW-WPRE-BMP4, el plásmido de expresión lentiviral que 

contiene el gen BMP4, tal y como se ha descrito previamente 181. En paralelo se generaron vectores 

lentivirales vacíos (p-LNT-SFW-WPRE). Para la transfección de las células HEK293T se utilizó Fugene-6 

(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras 48 y 72 horas de cultivo, el sobrenadante del 

cultivo con las partículas lentivirales generadas fue recogido y almacenado a -80°C hasta su utilización. 

La transducción de las células Nalm6, se llevó a cabo sembrando 500.000 células por pocillo en una placa 

de 24 pocillos e infectando con diluciones seriadas de los lentivirus generados vacíos y que expresaban 

BMP4. A los 7 días tras la infección, los niveles de expresión del ARNm de BMP4 se evaluaron mediante 

PCR cuantitativa a tiempo real, así como los niveles de proteína producidos por estas células que fueron 

cuantificadas por ELISA. Se observó un aumento tanto en los niveles de ARN mensajero como de la 

proteína BMP4 proporcional al número de partículas lentivirales con que fueron infectadas las células 

Nalm6. Las células Nalm6 que mostraron los máximos niveles de transducción y de expresión de BMP4 se 

utilizaron en posteriores experimentos.  

En los ensayos de bloqueo de BMP4 producido por las células Nalm6-BMP4, éstas se sembraron en placa 

de 24 pocillos a una densidad de 1x106 células/ml en su medio de cultivo y en presencia de 

nanoanticuerpos C4C4, (proporcionados por la Dra. Silvia Calpe, Center for Experimental & Molecular 

Medicine, Amsterdam, The Netherlands) a una concentración de 1000ng/ml. 

3.3 Obtención y cultivo de células neurales 

Los diferentes tipos celulares procedentes del SNC utilizados se corresponden con células primarias 

aisladas por los laboratorios ScienCell Research. Las células endoteliales de la microvasculatura cerebral 

son, sin embargo, células inmortalizadas mediante el virus SV40 (Tabla 9). Todas ellas se han cultivado en 

el medio de cultivo indicado por el proveedor para su crecimiento en una monocapa adherente al plástico 

hasta alcanzar en torno al 90 % de confluencia. En los casos en los que así se recomendaba, la superficie 

de cultivo era tratada previamente con poli-L-lisina o fibronectina.  
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Tipo celular  Medio de cultivo 

Céulas endoteliales de la microvasculatura cerebral 
humana (hMECs) (ABM) 

PriGrow I (ABM) 

Células endoteliales del plexo coroideo humano (HCPEC) 
(ScienCell Research Laboratories) 

Medio de cultivo para células endoteliales (ScienCell Research 
Laboratories) 

Fibroblastos del plexo coroideo humano (HCPF) (ScienCell 
Research Laboratories) 

Medio de cultivo para fibroblastos (ScienCell Research 
Laboratories) 

Células epiteliales del plexo coroideo humano (HCPEpiC) 
(ScienCell Research Laboratories) 

Medio de cultivo para células epiteliales (ScienCell Research 
Laboratories) 

 

Tabla 9. Células del SNC utilizadas en los ensayos in vitro. 

3.4 Co-cultivos 

Las co-cultivos de los diferentes tipos celulares del SNC con las células leucémicas Nalm6 o Tom1 se 

realizaron a una ratio 1:30 en placas de 24 pocillos. Las células del SNC se cultivaron previamente durante 

48 horas a una densidad de 5x 103 células/cm2 en su medio correspondiente y, a continuación, las líneas 

celulares leucémicas fueron añadidas en soportes transwell con poros de 0.4 μm (Corning, NY, EEUU) 

resuspendidas en RPMI 1640 suplementado con 2% de SBF, 2mM de L-glutamina, 100 U/Ml de penicilina 

y 100µg/ml de estreptomicina. Los co-cultivos en sistema transwell fueron mantenidos en un volumen de 

700 µL con los medios de cultivo de cada tipo celular al 50% durante distintos periodos de tiempo: 12 y 

72 horas.  En algunos casos, se establecieron co-cultivos en contacto directo, sin soportes transwell en un 

volumen de 500 µL. Para el posterior análisis por inmunofluorescencia de los co-cultivos, éstos fueron 

establecidos en cubreobjetos de cristal de 13mm de diámetro. En los experimentos en los que se indica, 

los co-cultivos se establecieron en presencia de alguno de los siguientes tratamientos: metotrexato, (0.01, 

0.1, 1 µM), citarabina 0.01, 0.1, 1 µM), anticuerpo bloqueante, anti-VLA-4 (10µg/0,5x106células; BD 

Biosciences), DAPT, inhibidor de la γ-secretasa (50µM; Calbiochem, Nottingham, RU). 

Las células Nalm6 de los co-cultivos con los HCPFb fueron recogidas en dos fases en los experimentos en 

los que se indica. En primer lugar, se recogieron las células en suspensión y se realizó un lavado con PBS-

EDTA (5mM) para recoger las células que no estaban adheridas fuertemente a la monocapa de HCPFb. A 

continuación, se recogieron las células leucémicas que requerían de un tratamiento enzimático con 

tripsina para separarse de los fibroblastos, incluidos también en esta segunda fase.  

Finalmente, las células de los co-cultivos fueron recogidas para su análisis por PCR cuantitativa a tiempo 

real y/o citometría de flujo o fijadas con PFA al 4% en PBS para su análisis por inmunofluorescencia. En 

algunos casos, los sobrenadantes fueron recogidos para la posterior cuantificación de factores solubles. 

Las imágenes de los co-cultivos fueron tomadas con una cámara Nikon Digital Sight DS-Fi1 acoplada a un 

microscopio invertido de contraste de fases. 
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Para el estudio por inmunofluorescencia las células fueron incubadas con anticuerpos primarios (Tabla 6) 

durante 45 minutos y, tras sucesivos lavados con PBS, con anticuerpos secundarios (Tabla 7) durante 30 

minutos. En los casos en los que se indica las células se marcaron con el reactivo Faloidina conjugado al 

fluorocromo “Texas-Red” (Invitrogen, Life Technologies). Todos los núcleos fueron teñidos con Hoechst. 

3.5 Obtención y cultivo de células madre neurales adultas 

El aislamiento de células madre neurales (NSCs) procedentes de la SVZ se realizó según lo descrito 

anteriormente por Belenguer et al. 182. Ratones C57/BL6 de 2-4 meses de edad fueron sacrificados 

mediante dislocación cervical y sus cerebros extraídos rápidamente. A continuación, se llevó a cabo la 

disección de la SVZ de ambos hemisferios y se sometió a una digestión enzimática con tratamiento de 

papaína (12 u/ml; Worthington Biochemical Corporation) durante 30 minutos a 37°C para favorecer la 

disgregación del tejido. Tras ello, se realizó una disociación mecánica hasta la obtención de una 

suspensión de células que, tras ser lavadas, se cultivaron a una densidad de 15.000-20.000 células por cm2 

en su medio de crecimiento, previamente definido por Belenguer et al., y en presencia de los mitógenos 

EGF (Epidermal Growth Factor) (20ng/ml) y FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2) (10ng/ml) hasta la 

formación de neuroesferas como consecuencia de la proliferación de las NSCs. Cuando las neuroesferas 

alcanzaban un tamaño adecuado, se disgregaban con un tratamiento enzimático de 10 minutos con 

acutasa (Sigma) para obtener NSCs individuales que se sembraron de nuevo para su expansión. 

3.6 Ensayos de autorrenovación 

La capacidad proliferativa de las neuroesferas in vitro fue determinada tras el cultivo de las NSCs 

individuales a una de densidad de 2,5 células/µl en su medio de crecimiento o en su medio previamente 

condicionado por las células leucémicas Nalm6 durante 48 horas. Tras 6-7 días de cultivo se cuantificó el 

número de neuroesferas formadas, así como se determinó el diámetro de las mismas. En algunos casos, 

las neuroesferas pre-tratadas con el medio condicionado se disgregaron y sometieron a un segundo 

ensayo de autorrenovación, a una autorrenovación secundaria, esta vez en su medio de cultivo para 

discriminar así los efectos en proliferación o supervivencia de los efectos en la capacidad de 

autorrenovación de NSCs. 

3.7 Co-cultivos NSCs- NALM6 

El establecimiento de los co-cultivos entre NSCs y la línea celular Nalm6 se llevó a cabo mediante el uso 

de insertos transwell con un diámetro de poro de 0,4µm (Corning). En primer lugar, las células leucémicas 

se sembraron en placas de 24 pocillos y, a continuación, se cultivaron las NSCs individuales a una densidad 

de 10000 células/cm2 en el compartimento superior de insertos transwell en presencia de medio fresco o 

condicionado previamente por las células tumorales durante 48 horas. Después de 7 días de co-cultivo se 

analizó la formación y el tamaño de las neurosferas presentes en los co-cultivos en las distintas 

condiciones. 
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3.8 Ensayos de proliferación 

La capacidad proliferativa de las células fue determinada mediante la tinción con 7AAD (7-

aminoactinomicina D; Sigma). Para ello las células recogidas de los cultivos se lavaron con PBS, se fijaron 

y permeabilizaron, incubándose durante 30 minutos a 4°C en etanol al 70% permitiendo así la 

incorporación de 7AAD al interior las células. Transcurrido ese tiempo, para eliminar los restos de etanol, 

las células fueron lavadas con PBS y, finalmente teñidas con 7AAD a una concentración de 25µg/ml. Para 

diferenciar la capacidad proliferativa de los diferentes tipos celulares presentes en un mismo cultivo, las 

células se marcaron previamente con anticuerpos monoclonales unidos a diferentes fluorocromos (Tabla 

10). El análisis de la proliferación celular se realizó mediante citometría de flujo. 

En ocasiones, el análisis de las células viables en proliferación se llevó a cabo utilizando el kit comercial 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (G-3580; Promega, Madison, WI). Este se basa 

en una reacción colorimétrica en la que se forma formazán, un compuesto coloreado, a partir de la 

reducción del [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium, inner salt (MTS) por acción de las enzimas deshidrogenasas de las células metabólicamente 

activas. Para ello, 20µl de una solución con MTS se incorporaron a los cultivos celulares y se incubaron 

durante 4 horas antes de medir la absorbancia a 450nm, en un lector de ELISA (Rayto RT-6100; Rayto Life 

and Analytical Sciences Co, Ltd) 

3.9 Determinación de la viabilidad celular 

La cuantificación del porcentaje de células apoptóticas en las distintas condiciones de cultivo se llevó a 

cabo mediante la tinción de las células con Anexina-V conjugada a un fluorocromo (Immunostep, 

Salamanca, España). Las células fueron incubadas en presencia de cantidades saturantes de Anexina-V en 

la solución tampón hepes durante 30 minutos a 4°C y, posteriormente, ioduro de propidio (IP; BioLegend, 

San Diego, CA, USA) fue añadido a la suspensión celular antes de ser analizada por citometría de flujo. De 

esta manera, las células necróticas fueron excluidas por su tamaño y complejidad, así como por la 

captación de IP, consecuencia de la pérdida de integridad de sus membranas. Las células apoptóticas, sin 

embargo, fueron definidas como aquellas positivas para Anexina-V dentro de la población de células que 

no incorporaba IP y, finalmente, se consideraron viables aquellas células que excluían IP y no presentaban 

Anexina-V unida a su membrana.  

En los casos en los que se indica, para discriminar la viabilidad entre las poblaciones presentes en los co-

cultivos, las células se incubaron también con anticuerpos monoclonales conjugados a distintos 

fluorocromos (Tabla 12). 
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3.10  Tinción con CFSE 

Para facilitar la identificación de las células leucémicas en los co-cultivos, éstas fueron marcadas, en los 

casos en los que se indica, mediante la incorporación del agente fluorescente intracelular CFSE, sin 

comprometer su viabilidad. Las células se incubaron con CFSE 2.5 µM (BioLegend, San Diego, CA, USA) 

durante 10 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, el exceso de CFSE fue 

eliminado tras sucesivos lavados con PBS y añadidas a los co-cultivos. Posteriormente, fueron analizadas 

por citometría de flujo. 

3.11 Ensayos de migración 

Las células endoteliales fueron cultivadas en la cara inferior de los insertos transwell (Corning, NY, EEUU), 

con poros de 5μm, a una concentración de 2 x 104 células/mL (500μl/pocillo) en su medio correspondiente 

durante 2 horas. En ese momento, los insertos transwell fueron recolocados en la placa de 24 pocillos. 

Tras 24 horas, las células fueron tratadas con TNF-α (10ng/mL; Immunotools, Friesoythe; Germany) 

durante 24h y, a continuación, las células leucémicas (0,3 x 106 células) previamente marcadas con CFSE, 

fueron añadidas al compartimento superior en RPMI-1640 sin SBF. Tras una incubación de 4 horas a 37° 

C y 5% de CO2 las células del compartimento superior fueron recogidas con PBS 1% EDTA (Fracción A), y 

las del compartimento inferior con un lavado RPMI 10% SBF 1% EDTA y tripsina (Fracción B). Por último, 

se pasaron las células por el citómetro a 12μl/min durante 102 segundos. Así, mediante el uso de la 

siguiente fórmula se obtuvo el número de células perteneciente a cada fracción: 

(nº células FSC/SCC)/ 20,4 µl* 200µl 

donde nº células FSC/SSC corresponde al número de eventos CFSE positivos, 20,4μl es el volumen que 

pasa por el citómetro durante el tiempo establecido y 200μl hace referencia al volumen total en el que se 

encuentran las células. 

3.12 Análisis por PCR cuantitativa a tiempo real (PCRq) 

El aislamiento y purificación del ARNm para el posterior análisis de la expresión génica a partir de células 

en cultivo se realizó utilizando el kit Absolutely RNA MicroPrep (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, 

EEUU) que incluye un paso para eliminar la contaminación con ADN genómico de digestión con ADNasa. 

Para la obtención de ARNm a partir de tejido, se utilizó el kit miRNeasy Mini Kit (Qiagen). 

A partir del ARN, se sintetizó el ADN complementario total (ADNc) con el kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 

ADNc obtenidos se utilizaron como molde para el análisis por PCR cuantitativa empleando sondas Taqman 

(Tablas 10 y 11).  Los controles endógenos que se utilizaron fueron los genes GNB2L1 y GAPDH (Applied 

Biosystem). Todas las PCRq se llevaron a cabo por duplicado utilizando el TaqMan Fast Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystem) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las amplificaciones, 
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detecciones y el análisis se realizaron en un 7.900HT Fast Real-time PCR System en el centro de Genómica 

de la Universidad Complutense de Madrid. Los datos de expresión génica obtenidos (Ct) se relativizaron 

a los ∆Ct y se normalizaron frente a los genes endógenos GNB2L1 y/o GAPDH. 

Gen Referencia  Gen Referencia 
ACTA2 (α-SMA) Hs00426835_g1  ID4 Hs00155465_m1 

 ACVR1A Hs00153836_m1  IL1B Hs01555410_m1 
ADAM10 Hs00153853_m1  IL6 Hs00985639_m1 

BMP4 Hs00370078_m1  IL8 (CXCL8) Hs00174103_m1 
BMPRII Hs00176148_m1  ITGA4 (VLA-4) Hs00168433_m1 

CCL2 Hs00234140_m1  ITGB2 (LFA1) Hs00164957_m1 
CDH1 Hs01023894_m1  JAG1 Hs01070032_m1 

CDH5 (VE-Cadherina) Hs00901463_m1  LAMC1 Hs00267056_m1 
CLDN11 Hs00194440_m1  MMP2 Hs01548727_m1 
CLDN2 Hs01549234_m1  PDGFRB Hs01019589_m1 
CLDN5 Hs01561351_m1  PDPN Hs00366766_m1 
Col1A1 Hs00164004_m1  SELP Hs00927900_m1 
CXCL12 Hs00171022_1m1  SMAD1 Hs00195432_m1 

FGF1 Hs01092738_m1  SMAD7 Hs00998193_m1 
FGF2 Hs00266645_m1  TGFB1 Hs00998133_m1 
FN1 Hs01549976_m1  TNC Hs01115665_m1 

GNB2L1 Hs00272002_m1  TNFA Hs00174128_m1 
HSPG2 Hs01078536_m1  VCAM1 Hs01003372_m1 
HSPG2 Hs01078536_m1  VEGFA Hs00900055_m1 

ICAM-1 HS00164932_m1    

 

Tabla 10. Ensayos Taqman utilizados para el análisis de expresión génica por PCR cuantitativa a tiempo real en 

muestras humanas. 

 

Gen Referencia 

Ccl2 Mm00441242_m1 

Cxcl10 Mm00445235_m1 

Cxcl12 Mm00445553_m1 

Gapdh Mm99999915_g1 

Il1b Mm00434228_m1 

Il6 Mm00446190_m1 

Tnfa Mm00443258_m1 

Vegfa Mm00437306_m1 

 

Tabla 11. Ensayos Taqman utilizados para el análisis de expresión génica por PCR cuantitativa a tiempo real en 

muestras de ratón. 

 

3.13 Citometría de flujo 

Los estudios fenotípicos de los diferentes tipos celulares se llevaron a cabo mediante la incubación, previo 

bloqueo de los receptores Fc con el FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec), de células en suspensión con 

concentraciones saturantes de los anticuerpos (Tabla 12) diluidos en PBS-EDTA 5mM, durante 30 minutos 

a 4°C. En los casos en los que los anticuerpos nos estaban directamente conjugados a un fluorocromo, se 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00153853_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01115665_m1?CID=&ICID=&subtype=
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realizaba una segunda incubación con fragmentos F (ab´)2 frente a IgG de la especie en la que estaba 

hecho el anticuerpo primario y conjugados a un fluorocromo. 

Para las tinciones intracelulares las células fueron tratadas con la solución Citofix/Cytoperm (BD 

Biosciences) durante 5 minutos siguiendo las instrucciones del fabricante para permeabilizarlas y, a 

continuación, incubadas con los anticuerpos correspondientes. 

Para el análisis fenotípico de muestras de sangre periférica o de suspensiones celulares a partir de otros 

tejidos, tras el marcaje con los anticuerpos, las células fueron tratadas durante 20 minutos con una 

solución de lisis (Quicklysis, Cytognos, Salamanca, España) para eliminar los eritrocitos. 

La estrategia para el análisis por citometría de flujo de las diferentes poblaciones celulares aisladas de la 

SVZ se detalla en la Figura 6. 

El análisis de los resultados se llevó a cabo en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) del 

Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la Universidad Complutense de Madrid.  

 

 

 

Figura 6. Identificación y cuantificación de las distintas poblaciones en la SVZ. 
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Antígeno Clon Casa Comercial Referencia 

BAX  B-9  Santa Cruz Biotechnology sc-7480 

BCL-2 Bcl-2/100 BD Pharmingen 51-65115X 

BCL-XL H-5 Santa Cruz Biotechnology sc-8392 

BMP4 EPR6211 Abcam ab124715 

CD10 HI10a BD Pharmingen 341112 

CD106 (VCAM1) 51-10C9    BD Biosciences 551147 

CD19 HIB19 Biolegend 302206 

CD19 HIB19 BD Pharmingen 562440 

CD24 M1/69    BD Bioscience 553262 

CD31 MEC 13.3 BD Biosciences 550274 

CD34 8G12  BD Pharmingen 347222 

CD38 HB7  BD Pharmingen 656646 

CD45  A20 Biolegend 110708 

CD54 (ICAM1) HCD54 Biolegend 322714 

CD9 SN4 C3-3A2  Miltenyi Biotec 130-103-957 

EGF - Molecular probes E35351 

GLAST ACSA-1 Miltenyi Biotec 130-095-814 

O4 O4 Miltenyi Biotec 130-119-896 

Ter119 TER-119 BD Biosciences 563827 

 

Tabla 12. Listado de anticuerpo utilizados en citometría de flujo. 

 

3.14 Cuantificación de factores solubles. 

Los sobrenadantes de distintos cultivos celulares fueron recogidos en los tiempos indicados en cada caso 

y almacenados a -80°C hasta el momento del análisis. Los niveles de IL-1β, IL-8, TNFα y VEGFA presentes 

en los sobrenadantes fueron determinados mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante 

(BioLegend) y utilizando un lector de ELISA. Para la cuantificación de CCL2, IL-6, TGFβ se utilizó, sin 

embargo, el sistema Cytometric Bead Array Flex Set (CBA) (BD Biosciences). En estos casos, las muestras 

fueron analizadas en un citómetro FACScalibur. 

La cuantificación de las citoquinas inflamatorias presentes en el suero de los animales que desarrollan 

leucemia linfoblástica aguda se llevó a cabo utilizando un kit específico para ratón (Mouse Inflammation 

kit) basado en el sistema CBA. 

4. Análisis estadístico 

Para el análisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo se comprobó, en primer lugar, la 

normalidad de los datos y se aplicaron diferentes pruebas estadísticas utilizando el software GraphPad 

Prism 8.0. Así, la prueba paramétrica T de Student se aplicó para comparar variables paramétricas. En los 

casos en los que los datos no se ajustaban a una distribución normal, se utilizaron tests no paramétricos, 

la prueba U de Mann Whitney para la comparación de variables independientes y la prueba de suma de 

rangos de Wilkoxon cuando se comparaban variables relacionadas. El análisis de dos variables se llevó a 

cabo mediante el análisis de la varianza (ANOVA) de dos vías seguido del test de Bonferroni.  
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Las curvas de supervivencia y de recaídas se calcularon según el modelo de Kaplan Meier y las 

comparaciones de las curvas de supervivencia entre grupos fueron realizadas con la prueba Log-Rank.  

Por otra parte, para analizar la relación existente entre dos variables se utilizaron las pruebas de Pearson 

y Spearman para calcular el coeficiente de correlación (r) en función del cumplimiento o inclumplimiento 

de normalidad, respectivamente. Cuando procedía, a continuación, se realizó el análisis de regresión 

lineal. 

Los niveles de significación considerados fueron los siguientes: *p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001. 
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1. Localización y distribución de las células leucémicas en el sistema 

nervioso en un modelo in vivo 

Para el estudio de la localización de las células leucémicas en el cerebro utilizamos un modelo xenogénico 

de LLA previamente descrito y ampliamente utilizado 183, 184. Muestras primarias de células leucémicas 

obtenidas de aspirados de médula ósea en el momento del diagnóstico o células de la línea leucémica 

Nalm6, fueron infundidas por vía intravenosa en ratones inmunodeficientes NSG, sin acondicionamiento 

previo, para evitar posibles daños en la BHE causados por la irradiación.  Los ratones fueron monitorizados 

cada 15 días para comprobar el injerto y sacrificados cuando mostraban síntomas típicos de la 

enfermedad, algunos de los cuales sugerían afectación neurológica. En paralelo, los mismos estudios se 

llevaron a cabo en animales sanos (grupo control). Los cerebros de todos los animales fueron procesados 

para la realización de diferentes técnicas histológicas.  

El análisis de las secciones histológicas del cerebro de ratones infundidos con células primarias o con líneas 

leucémicas ponía de manifiesto un patrón general común de distribución de las células tumorales, en 

todos los animales estudiados. 

Las células leucémicas se encontraban mayoritariamente localizadas en el espacio subaracnoideo, en 

contacto con las leptomeninges, bien como células aisladas o formando pequeños grupos de células 

dispuestos sobre la piamadre y separados del parénquima nervioso por la limitante glial-pial (Figura 7). 

En ocasiones, las células leucémicas penetraban desde el espacio subaracnoideo hacia el espacio de 

Virchow-Robin, alcanzando zonas profundas del parénquima nervioso y separadas del mismo tan sólo por 

la limitante glial (Figura 7E). En los animales que no eran perfundidos, sólo de forma ocasional se hallaban 

células leucémicas en la luz de las arterias que se adentran hacia el interior del parénquima nervioso. 

Asimismo, se identificaron células leucémicas presentes en la luz de los ventrículos tanto en relación 

directa con las células ependimarias que tapizan el ventrículo, como con el epitelio del plexo coroideo 

(véase apartado 9).  
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Figura 7. Localización leptomeníngea de las células leucémicas. A-D) Cortes histológicos de corteza cerebral teñidos 

con H-E, donde se pueden observar las células leucémicas dispuestas estrechamente sobre la piamadre (flechas) (A, 

animal control; B-D, animal LLA). E) Las células leucémicas (CD19+; rojo) ocupan el espacio de Virchow-Robin sin que 

se observen células positivas en la luz de los vasos. Los núcleos están marcados con Hoechst (azul). F-H) 

Mantenimiento de la integridad de la limitante glial pial. F-G). Inmunoflurescencia frente a laminina (rojo) y CD19 

(verde). Los núcleos celulares se marcaron con Hoechst. La laminina conforma una barrera continua que separa a las 

células leucémicas del parénquima nervioso (F: control; G: LLA. H) Inmunoflurescencia frente a GFAP (azul) y CD19 

(verde). Obsérvese la continuidad de la limitante glial astrocitaria GFAP+ (línea discontinua) que mantiene a las células 

leucémicas, en este caso, fuera del parénquima nervioso. A-C: x20; D: x40; E:x20; F-H:x40. 

 

Por otra parte, las células leucémicas se disponían con frecuencia formando grandes acúmulos 

estrechamente adheridos a la superficie de la piamadre coincidiendo con las principales cisuras del 

cerebro donde se forman espacios más grandes llenos de LCR (cisternas subaracnoideas). En estas zonas, 

las células leucémicas se organizaban formando un entramado con las células meníngeas y componentes 

de matriz extracelular, presumiblemente de las trabéculas aracnoideas, dando lugar a estructuras grandes 

y complejas que podrían restringir su movimiento en el LCR (Figura 8). Además, en estos acúmulos 

aparecían vasos sanguíneos de pequeño calibre correspondientes a la vascularización presente en el eje 

de las trabéculas aracnoideas y la piamadre. 
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Figura 8. Grandes complejos de células leucémicas, leptomeníngeas y componentes de matriz extracelular se 

disponen sobre la piamadre. A-B) Inmunofluorescencia frente a CD19+ (verde) y laminina (rojo). Hoechst marca los 

núcleos de todas las células presentes en los cortes. Obsérvese el denso acúmulo de células leucémicas CD19+ en un 

entramado de laminina. C-D) Otros componentes de matriz extracelular están también presentes en estos acúmulos; 

Inmunofluorescencia para fibras reticulares ER-T7+ (verde) y CD19 (rojo) (flechas blancas). E) Corte semifino de tejido 

nervioso teñido con azul de metileno en el que se observa un acúmulo de células leucémicas dispuesto sobre la 

meninge. Se distinguen junto a las células leucémicas basófilas, células pálidas leptomeníngeas (flechas rojas) así 

como vasos sanguíneos (*). A: x10; B: x20; C: x40; D: x60; E: x100. 

 

Se observaba una distribución asimétrica de las células Ki67+, de forma que aquellas células más próximas 

a la piamadre presentaban una reducida tasa proliferativa, mientras que aquellas que, formando parte 

del acúmulo, se hallaban más alejadas de la meninge, presentaban una mayor tasa proliferativa, siendo 

en su mayoría Ki67+. Estos resultados sugieren una sensibilidad diferencial de las células leucémicas a los 

tratamientos quimioterápicos intratecales dentro del acúmulo (Figura 9A, C). Asimismo, en los espacios 

perivasculares la mayoría de las células CD19+ mantenían una baja tasa proliferativa (Figura 9B).   

En los acúmulos encontrados adheridos a la meninge también se observaban células leucémicas muertas 

marcadas mediante la técnica de TUNEL y, al igual que ocurría con las células Ki67+, estas células se 

distribuían principalmente en el centro y límite exterior del acúmulo, alejadas de la piamadre (Figura 9D, 
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E). En el interior del agregado leucémico, se observaban células fagocíticas Iba-1+ con restos celulares 

fagocitados en su citoplasma (Figura 9F-I), tanto entre las células leucémicas como en la periferia de la 

pared de pequeños vasos sanguíneos meníngeos localizados en el interior de los mismos. 

 

Figura 9.  Proliferación y muerte de las células leucémicas presentes en los acúmulos adheridos a las leptomeninges.  

A-C) Inmunofluorescencia frente a CD19 (rojo) y Ki67 (verde). Se observan células leucémicas CD19+Ki67+ dispuestas 

principalmente en la parte más alejada de la piamadre mientras que, aquellas más próximas a la leptomeninge son 

Ki67- reflejando el diferente estatus proliferativo de las células leucémicas dentro de los acúmulos. Esporádicamente 

se observan células CD19+Ki67+ en los espacios perivasculares (B) mientras que los blastos presentes en el parénquima 

son mayoritariamente Ki67- (C). D-E) Tinción de TUNEL (verde) que pone de manifiesto las células muertas dentro de 

un acúmulo leucémico dispuesto en este caso, en la piamadre que envuelve el cerebelo. Núcleos marcados con Hoechst 

(azul). F) Corte semifino donde se observa una célula fagocítica con restos de células muertas en su interior (flecha 

roja). G-I) Inmunofluorescencia frente a CD19 (verde) e Iba-1 (rojo). Se observan células Iba-1+ distribuidas entre las 

células leucémicas y en torno a pequeños vasos (flechas blancas). Algunas células Iba-1+ presentan signos de actividad 

fagocítica (flechas en H). Los núcleos celulares están marcados con Hoechst. A: x20; B-C: x40; D: x10; E: x40; F:X100; 

G: x20; H-I: x40.  

 
 
Del mismo modo, como ponían de manifiesto las imágenes de inmunofluorescencia en las zonas donde 

se localizaban grandes acúmulos leucémicos adheridos a la meninge, era frecuente observar una reacción 

astroglial en el parénquima nervioso situado inmediatamente por debajo de los mismos (Figura 10A, B).  
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Numerosas células microgliales se localizaban también cercanas a estas mismas regiones meníngeas 

(Figura 10D, E). En algunas ocasiones, en estas localizaciones las células de microglía adquirían una 

morfología polar que recordaba a la microglía en bastón (Figura 10F). Por otra parte, células de microglía 

de aspecto ameboide, con prolongaciones más cortas y engrosadas que las que presentaban estas mismas 

células en los animales sanos estaban presentes en zonas del parénquima próximas a espacios 

perivasculares ocupados por blastos leucémicos (Figura 10G, H). En general, la respuesta tanto astroglial 

como microglial era proporcional al tamaño de los acúmulos (Figura 10).  

 

Figura 10.  Respuesta glial en el parénquima nervioso próximo a los acúmulos leucémicos adheridos a la piamadre. 

A-B) Inmunofluorescencia frente a laminina (rojo) y GFAP (verde) en secciones de corteza cerebral de animales control 

(A) y enfermos (B). Obsérvese la agrupación de células astrogliales GFAP+ en las capas I y II del cortex cerebral 

inmediatamente bajo el acúmulo de células leucémicas adherido a la piamadre (B). La limitante glial-pial a este nivel 

aparece ininterrumpida, formada por un entramado continuo de laminina correspondiente a la membrana basal de 

la piamadre y otro formado por las proyecciones astrocitarias GFAP+ similar a la imagen observada en los animales 

control. C-H) Inmunofluorescencia frente a Iba-1 (rojo) y CD19 (verde) en secciones de corteza cerebral (control C y G; 

enfermos D, E, F y H).  Obsérvense las numerosas células Iba-1+ con soma y proyecciones celulares engrosadas que 

aparecen inmediatamente debajo de la piamadre (línea discontinua, C-E) adquiriendo en algunos casos una 

morfología polar (F, detalle). Compárese el aspecto ameboide menos ramificado de la microglia presente en los 

animales enfermos (H) frente a los animales control (G). Los núcleos celulares se marcaron con Hoechst. A-B: x10; C-

F: x20; G-H: x40. 
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Por otra parte, el marcaje con anticuerpos anti-CD31 puso de manifiesto un incremento notable del 

tamaño de los vasos sanguíneos presentes en el parénquima nervioso de los animales enfermos respecto 

a los animales control. Este incremento en el entramado vascular ocurría tanto en las proximidades de la 

zona meníngea, donde podría existir una influencia directa de las células leucémicas (Figura 11A, D) como 

en zonas más profundas y alejadas de la meninge (Figura 11E-H, véase también Figura 50). 

 

Figura 11.  Cambios en la vasculatura cerebral en animales con infiltración leucémica en el SNC. Secciones cerebrales 

de animales sanos y animales que habían desarrollado la enfermedad, fueron teñidas mediante inmunofluorescencia 

frente a CD31 (verde) y los núcleos marcados con Hoechst (azul). A-D) Imágenes representativas de la corteza cerebral 

de animales sanos (A-B) y animales enfermos (C-D). E-H) Imágenes del cerebelo de los animales control (E-F) y animales 

con LLA (G-H).  Las imágenes muestran el marcaje frente a CD31 en combinación con la tinción de núcleos (A, C y E, G) 

y sin ella (B, D y F, H). A-D: x10; E-H: x20. 

2. Entrada de las células leucémicas al parénquima nervioso a través de 

la limitante glial-pial 

Si bien las células leucémicas metastásicas presentes en el cerebro se hallaban principalmente en relación 

con el espacio subaracnoideo y con los espacios perivasculares, la tinción específica con anticuerpos 

contra el antígeno CD19 reveló la presencia de grupos de células leucémicas penetrando hacia el 

parénquima, principalmente desde la piamadre y, en menor medida desde el espacio perivascular, en 

todos los animales estudiados. El estudio histológico indicaba además, que las áreas en las que era más 

frecuente observar la entrada de las células tumorales desde la piamadre coincidían con las regiones en 

las que aparecían los grandes acúmulos descritos en el apartado anterior. Aunque el número de células 

que infiltran el parénquima nervioso variaba entre los animales infundidos con diferentes muestras de 

LLA-B, en todos los animales trasplantados con la misma muestra primaria, el patrón de infiltración era 

muy similar. 

Como se observa en las imágenes de inmunofluorescencia (Figura 12), en las zonas de entrada de las 

células tumorales, la limitante glial-pial aparecía interrumpida, poniéndose de manifiesto 
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discontinuidades tanto en la matriz extracelular (laminina, Figura 12A) como en la limitante glial formada 

por las proyecciones astrocitarias (Figura 12B, C). Es precisamente en estas localizaciones donde las 

células leucémicas invadían el tejido cerebral hasta alcanzar zonas profundas del parénquima nervioso, 

discurriendo en muchos casos como cadenas celulares entre los cuerpos neuronales (Figura 12D-F). Si 

bien éstas se mantenían normalmente restringidas a la sustancia gris, en ocasiones llegaban a alcanzar las 

capas de neuronas piramidales más profundas en la corteza cerebral. En muchos casos, la morfología 

irregular de las células leucémicas en el frente de avance indicaba el comportamiento invasivo de éstas 

(Figura 12F). Asimismo, el estudio del parénquima nervioso puso de manifiesto la presencia de pequeños 

grupos aislados de células leucémicas CD19+ en diferentes ubicaciones encefálicas, siendo frecuente su 

identificación en zonas próximas a las cisuras cerebrales, fundamentalmente a las cisuras interhemisférica 

o longitudinal, rinal, pontina, hipocámpica y la trasversa (Figura 16). Las imágenes revelaban también la 

presencia de células tumorales en zonas próximas a los ventrículos laterales, en el entorno de la SVZ 

(Figura 14). En este caso, cadenas de células leucémicas se disponían entre el SVZ y el bulbo olfatorio, 

lugar en el que también era muy frecuente encontrar pequeños acúmulos de células leucémicas a nivel 

de la capa granular (Figura 14F).  El impacto de las células leucémicas en el nicho neurogénico será tratado 

en el apartado 8. 

 

Figura 12. Invasión del parénquima nervioso por células leucémicas localizadas en la piamadre. A) 

Inmunofluorescencia frente a CD19 (verde) y laminina (rojo). Se observa la interrupción de la limitante subpial (flecha) 

puesta de manifiesto con anticuerpos anti-laminina (rojo) y la invasión de la corteza cerebral por células leucémicas 

(CD19+, verde). B-C) Desorganización de la limitante astroglial (GFAP, azul) e invasión de la sustancia gris cortical por 

las células leucémicas (CD19+, verde; flechas). D) Cadena de células leucémicas CD19+ (verde) recorriendo la sustancia 

gris cortical. Se muestra la lámina basal, puesta de manifiesto con anticuerpos anti-laminina, de los vasos sanguíneos 

(rojo). E) Grupo de células leucémicas CD19+ (verde) dispuestas entre cuerpos neuronales MAP2+ (azul). F) Morfología 
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invasiva en las células leucémica presentes en el frente de avance (flecha) x40.  En A, D y F, los núcleos celulares se 

marcaron con Hoechst. A, B: x10; D: x20; C, E, F: x40;  

 

 
 

Figura 13.  Infiltración leucémica en diferentes áreas del cerebelo. Se muestra imagen panorámica (A) y detalles de 

diferentes zonas del cerebelo marcadas con anticuerpos anti-CD19 (verde), anti-laminina (rojo), y Hoechst para teñir 

los núcleos celulares. B) Detalle de acúmulo de células leucémicas en la piamadre. C-E) Acúmulos de células leucémicas 

CD19+ situados en las diferentes capas de la sustancia gris del cerebelo. Obsérvese como aparecen “camufladas”, por 

ejemplo, entre las células de los granos siendo sólo posible su identificación mediante técnicas de 

inmunofluorescencia. B, E: x20; C-D: x40 
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Figura 14.  La disposición de cadenas de células leucémicas localizadas entre el ventrículo lateral y el bulbo olfatorio 

recuerda la corriente migratoria rostral seguida por los neuroblastos. Se muestra imagen panorámica y detalles de 

dicha cadena (A-E) en la que las células leucémicas aparecen marcadas con anticuerpos anti-CD19 (rojo) (flechas). F) 

Imagen de células leucémicas (flecha) en el bulbo olfatorio. Los núcleos celulares se marcaron con Hoechst. Hp: 

Hipocampo; SVZ, zona subventricular; VL: ventrículo lateral; BO: bulbo olfatorio. A: reconstrucción fotos x10; B-F: x10. 

3. Rotura de la barrera glial-pial  

Puesto que los datos histológicos ponían de manifiesto la capacidad de las células leucémicas para 

penetrar al parénquima nervioso a través de la piamadre nos planteamos comprobar, mediante estudios 

de resonancia magnética con contraste (IRM-Gd), la existencia de un daño en la barrera glial-pial tras la 

infiltración leucémica en el SNC. Como se observa en la Figura 15, en el caso de los animales enfermos, el 

agente de contraste difundía desde la meninge hacia el parénquima nervioso permaneciendo la señal 

incluso 100 min después. La mayor intensidad de la señal se correspondía con zonas corticales cercanas a 

la fisura longitudinal, la fisura rinal y a la fisura posterolateral. Estos resultados, en correlación con los 

datos obtenidos en el estudio de inmunofluorescencia, indican que la infiltración leucémica provoca la 

rotura de la barrera glial-pial. Por el contrario, no se observó en ningún caso, incremento en la intensidad 

de la señal en zonas más profundas del parénquima nervioso, sugiriendo el mantenimiento de la 

integridad de la BHE en los animales enfermos. 
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Figura 15. Estudio por resonancia magnética del mantenimiento de la barrera glial pial tras la infiltración leucémica 

en el SNC. A) Cuantificación de la intensidad de la señal en las diferentes áreas cerebrales indicadas en 5 secciones 

coronales (Bregma +3, 0, -3 y -7) de cerebro de animales sanos y animales con LLA en diferentes momentos temporales 

tras la inyección del agente de contraste. Los valores de intensidad están normalizados respecto al t=0 en cada 
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individuo. B) Imágenes representativas de resonancia magnética de las 5 secciones coronales analizadas antes (t=0) 

y después de la inyección del agente de contraste en tres puntos de tiempo representativos en animales control y 

animales enfermos. Nótese el incremento de la intensidad de señal a lo largo del tiempo como consecuencia de la 

difusión del agente de contraste en las zonas indicadas con las flechas. (n=3 animales por grupo) **p≤0,01; ***p 

≤0,001. 

 

 

 

Figura 16. Distribución de las células leucémicas en el cerebro. Esquema representativo de un corte sagital próximo 

a la cisura longitudinal o interhemisférica. Las diferentes tonalidades azules indican las zonas donde las células 

leucémicas se encontraban mayoritariamente y con mayor frecuencia, representando el azul oscuro grandes acúmulos 

de células leucémicas y el azul claro, grupos de 2-10 células. En los esquemas se indican también las principales cisuras 

y cisternas del cerebro. 

 

4. Respuesta inflamatoria en el SNC como consecuencia de la infiltración 

leucémica  

El estudio de los niveles de citoquinas inflamatorias en suero sanguíneo mostraba un incremento 

progresivo de los niveles de las mismas tras la infusión de células leucémicas (semana 1) en los animales 

enfermos, a diferencia de los animales del grupo control, en los que los niveles de las mismas eran 

prácticamente indetectables (Figura 17). En el grupo de animales LLA, mientras que los niveles de CCL2 e 

IL-6 se incrementaron ya en la primera semana tras la infusión de las células leucémicas, los niveles de 

TNF-α lo hicieron drásticamente sólo en el momento de la aparición de los síntomas de la enfermedad, 

en la semana en la que los animales fueron sacrificados, momento en el que también los niveles de CCL2 

alcanzaban el máximo (Figura 17). Por el contrario, los niveles máximos de IL-6 en suero se alcanzaron en 

la tercera semana tras la infusión de las células leucémicas, coincidiendo con un importante incremento 

de células tumorales en la sangre de estos animales (Figura 17).  
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Figura 17.  Evaluación temporal de los niveles de los factores inflamatorios CCL2, IL-6 y TNF-a en el suero de 

animales control y animales tras la infusión de células leucémicas.  El suero sanguíneo de los animales control y los 

animales que han desarrollado la enfermedad fue obtenido semanalmente y los niveles de las diferentes citoquinas y 

quimioquinas analizadas por ELISA. Las gráficas representan la media ± desviación estándar de los niveles de proteína 

en los diferentes momentos de tiempo analizados. (n= 4-5 animales por grupo). *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001. 

 

En consonancia con la respuesta glial observada en el estudio histológico por inmunofluorescencia, la 

respuesta inflamatoria era también patente en el SNC, como demostraba el incremento en el ARNm de 

las citoquinas IL-1β, IL-6, TNF-α y CCL2 en el cerebro de los animales enfermos en el momento del sacrificio 

(Figura 18A). El aumento de expresión de Il-1b, Il-6 y Ccl2 observado se correlacionaba directamente con 

el porcentaje de infiltración de células leucémicas en el SNC como puede observarse en la Figura 18B, 

sugiriendo la implicación de la infiltración leucémica en la respuesta inflamatoria desencadenada en el 

SNC.  

Además, puesto que datos previos publicados indicaban que los mayores niveles de quimioquinas en el 

LCR de pacientes le correspondían a CXCL10 y CXCL12 81, analizamos también los niveles de expresión a 

nivel de ARNm para dichas quimioquinas en el cerebro completo. Como se observa en la Figura 18.C, 

mientras que la expresión de Cxcl12 era similar en el cerebro de animales control y LLA, la expresión de 

Cxcl10 estaba incrementada en estos últimos, aunque este aumento no llegaba a ser significativo. 

 

Figura 18.  Niveles de expresión de ARNm de diferentes citoquinas y quimioquinas en el cerebro de animales control 

y animales LLA. A) Análisis por PCRq de la expresión de Il-1b (negro), Il-6 (rojo), Ccl2 (verde) y Tnfa (azul) en el cerebro 
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de animales control y LLA. B) Correlaciones entre porcentaje de células CD19+, determinados por citometría de flujo, y 

los niveles de expresión de diferentes factores en el cerebro de animales LLA. C) Niveles de expresión de ARNm de las 

quimioquinas Cxcl10 y Cxcl12 en el cerebro de animales control y animales LLA. (n=4 animales por grupo). 

5. La infiltración leucémica en SNC provoca muerte neuronal 

El estudio mediante microscopía óptica y electrónica de los cortes histológicos de los animales que 

desarrollaron la enfermedad mostraba la presencia de áreas de la sustancia gris del tejido nervioso con 

una evidente desorganización de su citoarquitectura (Figura 19), pudiéndose observar también espacios 

perivasculares dilatados y macrófagos con restos fagocitados en su interior (Figura 19I-J). Además, podían 

observarse grupos de neuronas muertas, así como fibras nerviosas degeneradas y zonas de edema (Figura 

19H, J). Estas zonas de daño se evidenciaban incluso en ausencia de células leucémicas en regiones 

próximas.   

 

Figura 19.  Estudio histológico del tejido nervioso de animales control (A-D) y enfermos (E-J). A, E) Cortes seminifinos 

teñidos con axul de metileno de corteza cerebral de animales control (A) y enfermos (E) donde se pone de manifiesto 

la desorganización de la citoarquitectura de las capas de neuronas piramidales en estos últimos, así como la presencia 

de células apoptóticas (flechas). B-C y F-H) Fibras nerviosas degeneradas (H) y somas neuronales apoptóticos (F-G) 

presentes en la corteza cerebral de animales con infiltración leucémica en el SNC (flechas). D e I-J) Espacios 

perivasculares dilatados (flechas) y presencia de macrófagos (asterisco) con actividad fagocítica en el tejido nervioso 

de animales con infiltración leucémica en el SNC. A: x20; B: x3000; C, F: x8000; E:x40; D, G; I: x12000; H: x12000; J: 

x5000.  

6. La infiltración leucémica provoca alteraciones sensitivas y motoras  

Puesto que los resultados anteriores ponían de manifiesto que la infiltración leucémica en el SNC 

provocaba un daño neuronal, nos planteamos a continuación analizar las posibles consecuencias 

funcionales del mismo. Para ello, se evaluaron las capacidades motoras y sensitivas de los animales 

durante el desarrollo de la enfermedad utilizando diferentes test comportamentales. En este sentido, los 

animales enfermos que presentaban infiltración en el SNC mostraban, por una parte, una reducción 
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significativa en la capacidad para mantener el equilibrio (Tightrope test) desde el momento en que el 

injerto era detectable en sangre, y por otra, los animales presentaban una disminución de la fuerza de 

agarre (Grip Strength test) cuando presentaban una importante carga leucémica en sangre (Figura 20A, 

B). La infiltración de células leucémicas en el parénquima nervioso no sólo provocaba alteraciones en el 

comportamiento motor de los animales, sino que también eran detectadas disfunciones en su 

comportamiento olfativo, observándose alteraciones significativas en la capacidad para discriminar los 

diferentes olores a los que eran expuestos (Figura 20C). 

No se obtuvieron, por otra parte, diferencias significativas entre animales control y animales a los que se 

les habían infundido las células leucémicas pero que estas no habían injertado. 

 

Figura 20.  Diferentes test comportamentales ponen 

de manifiesto alteraciones sensitivas y motoras en 

los animales como consecuencia de la infiltración 

leucémica en el SNC. A) La capacidad para mantener 

el equilibrio se analizó semanalmente con el test de 

la cuerda transversal. En la gráfica se muestra la 

media ± desviación estándar de la puntuación 

otorgada a cada animal. B) La fuerza de agarre de los 

ratones se valoró en función del tiempo (segundos) 

que cada individuo conseguía mantenerse 

suspendido de una rejilla a la que se había agarrado 

previamente. La gráfica muestra la media ± 

desviación estándar del tiempo en cada grupo de 

animales. La línea discontinua indica el momento en 

el que la mayoría de los animales empezaron a 

presentar injerto en sangre y empiezan a mostrar los 

primeros síntomas de la enfermedad. C) Prueba de 

discriminación olfativa. Se evaluó la capacidad de los 

animales que desarrollaban la enfermedad para 

discriminar diferentes estímulos olorosos, no 

observándose un incremento en el tiempo de 

exploración cuando se exponía a estímulos nuevos. La 

gráfica representa la media ± desviación estándar del tiempo empleado por el conjunto de ratones de cada grupo en 

la exploración de bastoncillos de algodón impregnados con diferentes odorantes: octanal (O), heptanal (H) y anisole 

(A) en la quinta semana post-trasplante (n= 5-7 animales por grupo) *p≤0,05. 

7. Las células leucémicas que alcanzan el parénquima nervioso son 

resistentes a los tratamientos quimioterápicos utilizados en la terapia 

intratecal  

Para conocer si las células leucémicas que alcanzan el parénquima nervioso son resistentes a los fármacos 

utilizados en el tratamiento quimioterápico, ratones a los que se les habían infundido células leucémicas 
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primarias o células de la línea Nalm6, fueron inyectados intratecalmente con metrotexato, citarabina e 

hidrocortisona (TIT) cuando aparecían los primeros síntomas de la enfermedad y tras haber comprobado 

el injerto en sangre. Los ratones fueron sacrificados 48 horas después y los hemisferios cerebrales 

procesados para su análisis por citometría de flujo y para estudios histológicos mediante 

inmunofluorescencia.    

La cuantificación por citometría de flujo puso de manifiesto una reducción significativa en el porcentaje 

de células leucémicas presentes en el cerebro de los animales que habían sido tratados con quimioterapia 

intratecal frente a los controles inyectados con solución salina (Figura 21F). El estudio de las secciones 

criocongeladas reveló, sin embargo, que las células leucémicas infiltradas en el parénquima nervioso eran 

mayoritariamente negativas para el marcador de muerte, caspasa 3, (Figura 21B, D), sugiriendo la 

quimiorresistencia de estas células. Por el contrario, pequeños grupos de neuronas caspasa 3 positivas 

eran detectados en regiones cercanas a las zonas de infiltración leucémica (Figura 21C, E).  

 

8. El nicho neurogénico aloja células leucémicas. Impacto en la 

neurogénesis 

Dado que los estudios de inmunofluorescencia ponían de manifiesto que algunas células leucémicas que 

invaden el parénquima nervioso serían capaces de alcanzar las proximidades del nicho neurogénico de la 

Figura 21 Las células leucémicas que infiltran el parénquima nervioso son 

quimiorresistentes. A) Imagen panorámica y detalles de diferentes zonas de la 

corteza cerebral con infiltración leucémica en la que los núcleos se muestran en 

blanco. B) Presencia de células muertas (caspasa-3+, verde) (detalle en C) en la 

corteza cerebral próxima al acúmulo de células leucémicas, marcadas con anticuerpos 

anti-CD19 (rojo) y negativas para caspasa-3. D) Localización de células marcadas con 

anticuerpos anti-caspasa 3 (verde)(detalle en E) en las proximidades del hipocampo 

y, de nuevo cercanas a un acúmulo de células tumorales (caspasa 3-) F) Porcentaje de 

células leucémicas en animales enfermos y tratados con TIT o con suero salino. La 

gráfica representa la media de 4 animales por grupo. A, B, C y E:x10; D y F:x40.  
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SVZ (apartado 2), nos planteamos estudiar esta región en los animales que desarrollaban la enfermedad 

a partir del trasplante con células Nalm6. Para ello llevamos a cabo diferentes aproximaciones 

experimentales ampliamente utilizadas en estudios de neurogénesis.  El estudio por citometría de flujo 

de células procedentes de la disgregación de la SVZ, puso de manifiesto que el 100% de los animales 

enfermos con infiltración leucémica en el SNC, presentaba células leucémicas CD19+ en esta localización. 

Las células localizadas en el SVZ representaban entre un 1,4 y un 6,6% del total de células infiltradas en el 

SNC. Este rango alcanzaba hasta un 6-28% cuando se eliminaban, mediante sucesivos lavados, las células 

leucémicas presentes en las meninges (localización mayoritaria) considerándose entonces como células 

totales infiltradas, sólo las que habían invadido el parénquima nervioso, así como las que alcanzaban los 

ventrículos (Figura 22A, B). Por otra parte, no se observó una correlación entre la infiltración de células 

CD19+ en el total del cerebro y el porcentaje de células leucémicas presentes en la SVZ (Figura 22C). Estos 

resultados apuntan a la SVZ como un microambiente donde las células leucémicas pueden mantenerse y 

sobrevivir.  

Si bien la mayor parte de las neuronas son generadas antes del nacimiento, nuevas células son generadas 

continuamente en áreas concretas del cerebro, al menos, en los años previos a la adolescencia. En este 

periodo de vida, todos los estudios publicados demuestran la presencia de neuronas inmaduras 135, 136. 

Por lo tanto, y a tenor de los resultados descritos anteriormente en el modelo in vivo de LLA infantil que 

indican que la infiltración del nicho neurogénico es un evento común, nos planteamos analizar el impacto 

de esta infiltración leucémica sobre la diferenciación neurogénica de las NSCs presentes en la SVZ. Como 

puede observarse en la Figura 22D, el porcentaje de NSCs aisladas de la SVZ de estos animales fue 

significativamente superior en los animales enfermos siendo la población de células neurales más 

quiescentes (qNSC1) la responsable de dicho incremento. En correlación, los progenitores intermedios de 

rápida amplificación (TAPs) y los neuroblastos proliferantes (EGFR-) se encontraban reducidos en estos 

animales. Esta inhibición de la neurogénesis en los animales enfermos parecía consecuencia directa de la 

infiltración de células leucémicas en la SVZ ya que los animales más afectados eran aquellos que 

presentaban porcentajes mayores de células CD19+ en el nicho como puede observarse en la Figura 22E 

que se correlacionan directamente con el porcentaje de qNSC e inversamente con los neuroblastos 

migradores.  
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Figura 22. Las células leucémicas alcanzan la zona subventricular y provocan cambios en las poblaciones del nicho 

neurogénico. A) El análisis por citometría de flujo de la SVZ revela la presencia de células leucémicas CD19+ en los 

animales trasplantados con células Nalm6. B) Porcentaje de células Nalm6 en la SVZ respecto al total de células 

cuantificadas en el cerebro eliminando o no las células adheridas a la meninge que no han penetrado en el parénquima 

nervioso.  C) Análisis de correlación entre el porcentaje de células leucémicas en la SVZ y el porcentaje en cerebro (p= 

0,185; no significativo). D) Las diferentes poblaciones del nicho fueron analizadas mediante citometría de flujo en la 

SVZ aislada de los animales LLA y los animales CTL. Las gráficas representan la media ± desviación estándar de los 

porcentajes de las diferentes poblaciones. El esquema muestra los marcadores que definen cada una de las 

poblaciones analizadas (Modificado de Codega et al. 2014). *p≤0,05. E) Correlación positiva entre el porcentaje de 

infiltración en la SVZ y la población de NSCs más quiescentes (qNSC1) y negativa entre las células CD19+ y el porcentaje 

de neuroblastos migradores (EGFR-). El porcentaje de qNSCs y de neuroblastos representados fueron relativizados 

respecto al grupo control (% de células en los animales LLA/ Media del % de la misma población en el grupo CTL). (n= 

8 animales por grupo). 

 

Para confirmar que eran las células leucémicas presentes en la SVZ las responsables directas de la 

inhibición de la neurogénesis se establecieron co-cultivos entre las NSCs aisladas de ratones sanos y 

células leucémicas Nalm6, observándose una reducción significativa en el diámetro, aunque no en el 

número, de las neuroesferas formadas (Figura 23A, B, E). Los ensayos de proliferación realizados en estas 

condiciones indicaban una disminución de la proliferación de las NSCs manteniéndose viables (Figura 23D) 

lo que sugería que las células leucémicas regulaban negativamente la autorrenovación de éstas. 

Apoyando esta idea, al realizar un ensayo de autorrenovación secundaria las células pre-tratadas con el 

medio condicionado dieron lugar, de nuevo, a neuroesferas con un tamaño significativamente inferior al 
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que presentan las NSCs que no habían sido pre-tratadas con el medio condicionado por las células 

leucémicas (Figura 23C).  

 

 

Figura 23. Ensayos de neuroesferas. Efecto del medio condicionado por Nalm6. NSCs aisladas de la SVZ de 3 animales 

fueron sembradas en presencia o ausencia de medio condicionado por las células leucémicas Nalm6. A) Cuantificación 

del número de neuroesferas formadas en las dos condiciones tras 6-7 días de cultivo. B) Análisis del tamaño alcanzado 

por las neuroesferas en presencia del medio condicionado. La gráfica muestra la proporción de neuroesferas según su 

diámetro (grandes: ≥180 µm; medianas: 60- 180µm; y pequeñas: ≤60µm. C) Las neuroesferas formadas en presencia 

o ausencia del medio condicionado fueron disgregadas y las células obtenidas sembradas de nuevo en un ensayo de 

autorrenovación secundaria; en este caso con el medio de cultivo característico para las NSCs fresco. Los datos 

representan la proporción de neuroesferas en el cultivo tras 6-7 días en función de su diámetro. D) Proliferación de las 

NSCs en condiciones control y con el medio condicionado, analizado mediante ensayos MTS. E) Imágenes 

representativas de los cultivos de NSCs tras 6-7 días con el medio control o con el medio condicionado por las células 

leucémicas. Las barras de escala representan 100µm. Las gráficas muestran la media ± desviación estándar de los 

datos obtenidos con neuroesferas generadas a partir de 3 animales y sembradas en 5-9 pocillos por condición. 

*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001. 

   

Puesto que los resultados anteriores ponen de manifiesto que el nicho neurogénico es colonizado por las 

células leucémicas que infiltran el cerebro, analizamos cómo la presencia de estas últimas altera el 

microambiente neurogénico. Como puede observarse en la Figura 24 la presencia de las células 

leucémicas provocaba un incremento en el ARNm de las citoquinas inflamatorias IL-1β, IL-6 y TNFα en la 

SVZ de forma similar a lo descrito en el apartado anterior en el cerebro completo. Nuevamente, se 

observaba una correlación entre el porcentaje de infiltración y la expresión de dichas citoquinas.  
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9. Localización de células leucémicas en los ventrículos cerebrales  

Además de en el espacio subaracnoideo, las células leucémicas también estaban presentes en los 

ventrículos encefálicos en aquellos animales que presentaban infiltración leucémica en el SNC. Las 

imágenes de inmunofluorescencia revelaban que, si bien se observaban células leucémicas en suspensión 

en el LCR, estas células aparecerían mayoritariamente asociadas a la cara apical del epitelio del plexo 

coroideo (Figura 25A, B). Una estrecha interacción entre la membrana plasmática de la célula epitelial del 

mismo y la de la célula leucémica era evidente en las micrografías de microscopía electrónica (Figura 25C-

F). Esporádicamente, en la cara apical del epitelio de plexo coroideo también se observaban células de 

Kölmer repletas de vesículas de LCR pero sin signo alguno de fagocitosis de células leucémicas (Figura 25E, 

F).  

 

Figura 25. Localización de células leucémicas en el líquido cefalorraquídeo en contacto directo con el plexo coroideo. 

A) Panorámica del ventrículo lateral (VL). La línea discontinua indica el límite del mismo poniendo de manifiesto la 

presencia de células tumorales (rojo) en las proximidades del plexo coroideo (PC) en contacto con el epitelio del mismo 

(citoqueratina,verde) (B). C-F) Imágenes de microscopia electrónica en las que se muestran blastos leucémicos en el 

líquido cefalorraquídeo (LCR)(C) estableciendo contacto con las células epiteliales (D), así como la presencia de células 

Figura 24. Incremento de los niveles de expresión de 

diferentes factores en la SVZ de los animales con 

infiltración leucémica en cerebro. Análisis mediante 

PCRq de la expresión de citoquinas inflamatorias, 

quimioquinas y otros factores característicos 

implicados en el mantenimiento del nicho 

neurogénico. Se representa la media ± desviación 

estándar de la expresión génica relativa a la de los 

animales control de 4-5 animales por grupo. *p≤0,05. 
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de Kölmer con vesículas en su interior en la cara apical del epitelio del plexo (E, F). Epi: Epitelio plexo coroideo; Estr: 

estroma plexo coroideo; CS: capilares sanguíneos.  A:x10; B:x40; C:x6000; D: x15000; E: x3000; F: x15000. 

10.  El estroma del plexo coroideo es invadido por células leucémicas 

En el 30% de los animales que presentaban infiltración leucémica se observaban además pequeños grupos 

de células leucémicas CD19+ en el estroma de los plexos coroideos, principalmente en la zona de anclaje 

de los mismos (Figura 26). El tejido conjuntivo laxo presente en estas zonas deriva de la protusión papilar 

de las leptomeninges hacia el interior de la cavidad ventricular y está muy vascularizado.  Aquí, las células 

leucémicas se alojaban entre la lámina basal de los capilares fenestrados y vénulas y la del epitelio del 

plexo, como se observa en las imágenes de microscopía electrónica. Algunos de los blastos leucémicos 

presentes en esta zona se encontraban incluso en mitosis (Figura 26E).  

Si bien todos los animales a los que se les infundía la misma muestra primaria de LLA, como se ha señalado 

en apartados anteriores, presentaban un comportamiento similar en cuanto a los porcentajes de 

infiltración leucémica en el SNC, la presencia de células leucémicas en el estroma del plexo fue 

independiente de la muestra de LLA. En este sentido, sólo en un porcentaje, entre el 20-50%, de los 

animales a los que se les infundía células de una misma muestra primaria encontramos infiltración 

leucémica en el estroma conjuntivo del plexo coroideo.  

 

Figura 26. Presencia de células leucémicas en el estroma del plexo coroideo. Estudio mediante microscopía de 

fluorescencia y microscopía electrónica de la localización de las células leucémicas en el plexo coroideo. A) Imagen 

panorámica del plexo coroideo del ventrículo lateral (VL) con células tumorales (rojo) en el estroma (B-C). D-E) 

Acumulación de células leucémicas (*) en el espacio perivascular (flecha) entre las láminas basales del endotelio de la 

vénula y del epitelio del plexo coroideo. Presencia de células en división celular (flecha negra). Epi: Epitelio plexo 

coroideo; LCR: Líquido cefalorraquídeo; # vaso sanguíneo. A: x10; B-C: x20 D: x15000, E: x4000. 

 

A continuación, nos planteamos analizar la llegada de las células leucémicas a este estroma conjuntivo. 

Puesto que el plexo coroideo representa una de las estructuras donde la BHE como tal está ausente, las 
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células leucémicas podrían alcanzar el estroma conjuntivo migrando a través de este lecho vascular menos 

restrictivo que incluye capilares fenestrados y vénulas. 

Para ello analizamos comparativamente, en un ensayo in vitro, la migración de las células leucémicas a 

través del endotelio del plexo coroideo y del endotelio del parénquima nervioso. Si bien en este último 

caso, un número muy pequeño de células leucémicas migraba a través de la monocapa endotelial tras 4 

horas de cultivo, hasta un 11% de las células leucémicas eran capaces de atravesar la monocapa de células 

endoteliales del plexo en este mismo periodo de cultivo, poniendo así de manifiesto la mayor permisividad 

de estos endotelios al paso de células, incluidas las células tumorales (Figura 27A).  

El estudio in vivo utilizando el modelo xenogénico de LLA también apoyaba la hipótesis de que las células 

migran desde el torrente circulatorio hacia el estroma del plexo coroideo. Como se observa en la 

micrografía, en los animales con infiltración leucémica en el SNC era posible observar células de aspecto 

linfoide transitando entre el lecho vascular del plexo y el estroma del mismo (Figura 27B-D).  

 

Figura 27. Las células leucémicas atraviesan el endotelio de los capilares del plexo coroideo. A) Células de la línea 

leucémica Nalm6 fueron sembradas sobre una monocapa de células endoteliales del plexo coroideo (HCPEC) o de 

células endoteliales de la microvasculatura cerebral (hMECs) adherida la membrana transwell (poro de 5µm de 

diámetro). Tras 4 horas de co-cultivo, las células que habían atravesado la monocapa fueron cuantificadas mediante 

citometría de flujo.  La gráfica muestra la media ± desviación estándar del porcentaje de células Nalm6 que migran a 

través del endotelio del plexo coroideo en comparación con las que migran a través del endotelio cerebral en tres 

experimentos independientes (*p≤0.05). B-D) Las imágenes de microscopía electrónica muestran la localización de 

células leucémicas (*) en el estroma del plexo coroideo, en las proximidades de los capilares (C), así como atravesando 

el endotelio de la vasculatura allí presente (D). B: x5000; C-D: x12000. 

 

Para evaluar cuáles eran las modificaciones sufridas por el endotelio del plexo que pudieran justificar los 

elevados números de células leucémicas capaces de migrar a su través, se establecieron co-cultivos en 

transwell de células endoteliales primarias del plexo coroideo humano y células de la línea Nalm6. En 
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estos, se llevó a cabo el análisis comparativo de la expresión en el endotelio de diferentes moléculas en 

presencia o ausencia de la línea leucémica.  

La presencia de las células leucémicas inducía en este endotelio una expresión incrementada de 

citoquinas inflamatorias, así como de la quimioquina CCL2 (Figura 28A). En consonancia con este 

microambiente inflamatorio, observamos una inducción significativa de las moléculas implicadas en la 

adhesión leucocito-endotelio, como son VCAM-1 e ICAM-1 acompañada de una significativa reducción de 

la expresión de aquellas moléculas implicadas en las uniones occludens (Claudina11, CLDN11) y adherens 

(VE-Cadherina, CDH5) entre células endoteliales (Figura 28B). El conjunto de cambios experimentados por 

el endotelio en presencia de las células leucémicas facilitaría la migración paracelular de estas últimas a 

través de los capilares del plexo coroideo para alcanzar el estroma conjuntivo.  

 

Figura 28. Cambios en el perfil de expresión de las células endoteliales del plexo coroideo por la presencia de las 

células leucémicas. Las células endoteliales del plexo coroideo (HCPEC) se cultivaron en presencia o ausencia de la 

línea leucémica Nalm6 durante 12 horas. A) A continuación, se llevó a cabo el análisis por PCR cuantitativa a tiempo 

real de los niveles de expresión de las citoquinas inflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8), así como de CCL2 y VEGFA, 

representados en la gráfica. B) También se cuantificaron los niveles de ARNm de las moléculas de uniones 

intercelulares (CLDN11, CDH5) y las moléculas de adhesión (ICAM1, VCAM1). Se muestra la media ± desviación 

estándar (3-5 experimentos) de la expresión en células endoteliales de los diferentes genes tras el co-cultivo con células 

leucémicas relativa a la expresión obtenida en los cultivos control. Los niveles de expresión génica fueron normalizados 

frente a la expresión de GNB2L1 (**p≤0.01; ***p≤0.001). 

11.  Caracterización del estroma conjuntivo del plexo. Respuesta a la 

presencia de células leucémicas 

Los resultados anteriores sugieren que el estroma conjuntivo del plexo podría representar un nicho 

idóneo para el asentamiento de las células leucémicas en el cerebro. En este sentido, las primeras 

descripciones histológicas del desarrollo del plexo coroideo humano revelaban la existencia de 

hematopoyesis en el estroma conjuntivo del mismo entre las semanas 6-8 de desarrollo 185 (Colección de 

Groninger). Dado que nuestra facultad alberga una de las embriotecas mejor conservadas del mundo 

(Colección del Instituto de Embriología de la Universidad Complutense de Madrid), nos planteamos 

corroborar este extremo con las preparaciones histológicas de dicha colección. Encontramos pequeños 
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clusters de células que recuerdan a los islotes de hemangioblastos presentes en el saco vitelino o en la 

región aorta-gónda-mesonefros (AGM), en el esbozo mesenquimal del plexo coroideo de los ventrículos 

laterales, en embriones de 6-7 semanas de desarrollo (Figura 29).  Estas observaciones sugieren que, 

puesto que el estroma del plexo coroideo tiene las características para albergar células del linaje 

hematopoyético, podría constituir un microambiente favorable para albergar células leucémicas una vez 

que éstas alcanzaran el cerebro.  

 

Figura 29. Nichos hematopoyéticos en el estroma del plexo coroideo de los ventrículos laterales. Estudio histológico 

del plexo coroideo humano en la semana 7 de desarrollo embrionario. A-B) Panorámica en la que se observa el esbozo 

de plexo coroideo en los ventrículos laterales (VL). C) Tejido mesenquimal característico del esbozo del estroma del 

plexo donde se pueden observar células de núcleo pálido correspondientes a células mesenquimales fibroblásticas. D-

E) Islotes de células básofilas (flechas), que recuerdan a los islotes de hemangioblastos presentes en el saco vitelino. 

Nótese el íntimo contacto de estas células con la pared de capilares y vénulas (VS) presentes en el estroma del plexo, 

así como la presencia de células eritroides nucleadas. F) Detalle de células basófilas (#) en las que destaca un núcleo 

redondeado, basófilo, rodeado por un escaso citoplasma que recuerda a células del linaje hematopoyético. Eritrocitos 

(*), células estromales (flechas). Azán (A y D); H-E (B, C, E, F). x4 (A); x10 (B); x20 (C-E); x40 (F). 

 

En este sentido, el establecimiento de co-cultivos de células leucémicas con células epiteliales del plexo 

coroideo humano o con fibroblastos del estroma conjuntivo del mismo, puso de manifiesto la mayor 

apetencia de las células tumorales por estos últimos. Como se observa en las imágenes tomadas en ambos 

tipos de cultivo, mientras que un importante porcentaje de las células leucémicas aparecían en suspensión 

en el cultivo con células epiteliales, la presencia de fibroblastos provocaba el reclutamiento de la mayoría 

de las células tumorales, quedando en muchos casos cubiertos por ellas (Figura 30).   
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Nos planteamos entonces analizar las características de los fibroblastos del estroma conjuntivo y cómo 

éstos eran modificados por la presencia de las células leucémicas. Para ello se establecieron co-cultivos 

de fibroblastos derivados de plexo coroideo humano con células leucémicas de la línea Nalm6 o células 

primarias bajo diferentes condiciones. 

Analizamos, en primer lugar, la expresión de los posibles mediadores moleculares responsables de la 

adhesión de las células leucémicas a los fibroblastos del plexo. La interacción entre ambos tipos celulares 

provocó un incremento significativo tanto en la expresión de VLA-4 y LFA-1 en las células leucémicas como 

en sus ligandos, VCAM-1 e ICAM-1 en los fibroblastos (Figura 31).  

 

Figura 31. Regulación de las interacciones célula-célula en los co-cultivos de fibroblastos del plexo coroideo y células 

leucémicas. A) Análisis de expresión por PCRq de VLA-4 y LFA-1 en las células leucémicas (Nalm6) en condiciones 

basales o co-cultivadas durante 12 horas sobre insertos transwell con fibroblastos humanos del plexo coroideo (HCPFb) 

previamente sembrados en la cara inferior del inserto. B) Expresión comparada de VCAM1 e ICAM1 en los fibroblastos 

presentes en estos co-cultivos y aquellos cultivados en ausencia de células leucémicas. Los niveles de tránscrito de los 

genes analizados fueron normalizados frente a los de GNB2L1. Los resultados representan la media ± desviación 

estándar de al menos tres experimentos independientes. (*p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.001). C) La expresión de VCAM-

1 e ICAM1 en los fibroblastos del plexo coroideo fue analizada mediante citometría de flujo tras 72h en contacto 

directo con las células leucémicas. La intensidad media de fluorescencia se indica en cada histograma. Se muestra un 

experimento representativo de tres experimentos independientes. 

Figura 30. Interacción entre las células 

leucémicas y células del plexo coroideo en 

cultivo. Células epiteliales (A, B) y fibroblastos (C, 

D) del plexo coroideo humano cultivados durante 

24 horas en presencia o ausencia de células 

leucémicas de la línea Nalm6. Obsérvese la 

distinta disposición de las células leucémicas 

sobre los dos tipos celulares poniendo de 

manifiesto la mayor apetencia de las células 

leucémicas por los fibroblastos. A-D: x10. 
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Más aún, como se observa en las imágenes de inmunofluorescencia (Figura 32), las células leucémicas no 

sólo aparecían estrechamente adheridas a los fibroblastos, sino que en muchas ocasiones se disponían en 

clusters situados por debajo de las células estromales e inmersas en un abundante lecho de matriz 

extracelular (Figura 32A-D). Estas imágenes recuerdan a los clásicos cultivos de Whitlock/Witte en los que 

células estromales de la médula ósea permiten el mantenimiento y diferenciación del linaje B, así como 

la supervivencia de células leucémicas 186. Además, estas células expresaban niveles de CD19 muy 

inferiores a los exhibidos por las células que aparecían aisladas en el cultivo o que no presentaban un 

contacto tan estrecho con los fibroblastos (Figura 32). En estos clusters se observaban blastos leucémicos 

de gran tamaño y morfología irregular que, en ocasiones, presentaban proyecciones tipo invadopodio 

(Figura 32E) (ver apartado 12). 

 

Puesto que los principales responsables de la síntesis y renovación de la matriz extracelular en los tejidos 

conjuntivos son los fibroblastos, analizamos también en los cultivos primarios de estas células la expresión 

de distintos componentes de matriz extracelular en presencia o ausencia de células leucémicas. Como se 

observa en la Figura 33, niveles elevados de ARNm de colágenoI α1, laminina, fibronectina y tenascina C 

así como del componente proteico de algunos proteoglicanos y de la MMP2 fueron detectados en 

fibroblastos control de plexo coroideo humano. Sin embargo, esta expresión no se modificó en presencia 

de células leucémicas.  

 

 

Figura 32. Estudio de los cambios 

morfológicos de las células 

leucémicas en contacto con los 

fibroblastos del estroma del plexo 

coroideo. Células Nalm6 y 

fibroblastos del plexo coroideo 

fueron co-cultivados durante 72 

horas y analizados mediante 

inmunofluorescencia A) Triple 

inmunofluorescencia en la que se 

muestra las células tumorales 

marcadas con anticuerpos anti- 

CD19 (rojo), las células 

fibroblásticas 

  

fibroblásticas marcadas con anticuerpos anti-colágeno tipo I (verde) y los núcleos 

celulares teñidos con Hoechst 33258 (azul). B-D) Inmunofluorescencias simples E) 

Expresión de filamentos de actina (rojo). Nótese la formación de proyecciones tipo 

invadopodio en las células leucémicas en contacto con los fibroblastos (flecha). 
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Figura 33. Análisis de la expresión de componentes de matriz extracelular en los fibroblastos del plexo coroideo en 

presencia o ausencia de las células leucémicas. Los fibroblastos (HCPFb) sembrados en la cara inferior de la 

membrana de un inserto transwell se co-cultivaron con la línea leucémica Nalm6 sembrada sobre la cara superior de 

la misma. Tras 12 horas, se cuantificó por PCRq la expresión de los distintos componentes de matriz extracelular arriba 

indicados en los fibroblastos del plexo coroideo, tanto en condiciones basales como en contacto con las células Nalm6. 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de la expresión de estos genes de 3-4 experimentos 

independientes. GNB2L1 fue empleado como control endógeno. 

 

Utilizando esta misma estrategia experimental, evaluamos la expresión de diferentes marcadores 

descritos para fibroblastos y/o fibroblastos asociados a tumor (CAFs). Una expresión incrementada de alfa 

actina de músculo liso (α-SMA) y del factor de crecimiento derivado de plaquets (PDGFRβ) era patente en 

los fibroblastos cultivados con las células leucémicas frente a aquellos cultivos control. Entre los genes 

que incrementaban su expresión se encontraba también VEGFA. Además, se observó un significativo 

incremento en la expresión del ligando de la ruta de señalización Notch, JAGGED1. No encontramos 

diferencias, sin embargo, en la expresión de FGF2 o TGF-β que, si bien eran expresados en niveles elevados 

por los fibroblastos del plexo, su expresión no se veía modificada por la presencia de las células leucémicas 

(Figura34A). Por otra parte, el análisis por inmunofluorescencia de estos co-cultivos evidenciaba un 

incremento de la expresión de α-SMA y vimentina en los fibroblastos en contacto con las células tumorales 

(Figura 34B). 
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Figura 34. Estudio de la expresión de marcadores de fibroblastos asociados a tumor y del ligando de la señalización 

Notch en los fibroblastos del plexo coroideo en presencia de células leucémicas. A) Análisis por PCR cuantitativa a 

tiempo real de los niveles de expresión en las células fibroblásticas del plexo coroideo de los genes indicados en la 

gráfica tras su cultivo en presencia o ausencia de la línea leucémica Nalm6 en un sistema transwell que permitía el 

contacto entre ambos tipos celulares durante 12 horas. Los niveles de expresión fueron normalizados frente a la 

expresión del gen endógeno GNB2L1. La gráfica muestra la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01). B) Imágenes representativas del estudio mediante microscopía de 

fluorescencia de la expresión de α-SMA (verde; derecha) y vimentina (verde, izquierda) en los fibroblastos en presencia 

o ausencia de las células Nalm6 (rojo). 

 

Además, la presencia de las células leucémicas en el cultivo provocó en los fibroblastos un aumento 

significativo de la expresión de los genes de factores inflamatorios IL-6, IL-8 y CCL2 (Figura 35A) Estos 

incrementos fueron confirmados también a nivel de proteína, siendo la IL-8 la molécula que experimentó 

los mayores cambios (rango de 6 a 9 veces tanto de ARNm como de proteína (Figura35B). Esto implica 

que la presencia de la leucemia en el estroma del plexo coroideo genera en éste un ambiente pro-

inflamatorio. Por su parte, en los cultivos control de células leucémicas no fue posible detectar de las 

citoquinas IL-6, IL-8 y CCL2 (datos no mostrados). Sin embargo, se detectó la expresión de IL-1β, de 

ADAM10, TGF-β y VEGFA, observándose una regulación positiva de éstos en presencia de los fibroblastos 

del plexo coroideo. También expresaban los receptores de la señalización Notch, Notch1 y Notch2, 

aunque no se detectaron cambios en sus niveles de expresión tras el co-cultivo con los fibroblastos del 

plexo coroideo (Figura 30). La expresión de receptores Notch3 y Notch4, sin embargo, se encontraba en 

el límite de detección (datos no mostrados). 
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Figura 35. Producción de citoquinas inflamatorias por fibroblastos en presencia o ausencia de células leucémicas 

de la línea Nalm6. A) Expresión de ARNm de IL-1β, IL-8, IL-6 y CCL-2 en fibroblastos del plexo coroideo humano (HCPFb) 

cultivados en contacto con células leucémicas en un sistema en transwell durante 12 horas. B) La producción de IL-8, 

IL-6 y CCL-2 fue analizada en los sobrenadantes recogidos tras 72 horas de cultivo mediante ELISA o CBA. Los datos 

representan la media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001). 

 

 

 

12.  El estroma del plexo coroideo como santuario para las células 

leucémicas 

Dado que las interacciones entre las MSCs y las células leucémicas en la médula ósea parecen ser 

responsables, al menos en parte, de la quimiorresistencia exhibida por las células tumorales en la LLA 37 , 

nos planteamos analizar si el contacto de las células leucémicas con los fibroblastos del plexo inducía 

efectos similares. Para ello analizamos, en primer lugar, la tasa proliferativa de las células leucémicas en 

presencia o ausencia de los fibroblastos observándose una significativa reducción en la proliferación de 

las células leucémicas como consecuencia de la presencia de los fibroblastos en el cultivo (Figura 37A, B). 

Para determinar si esta disminución en la tasa proliferativa se correlacionaba con la población de células 

leucémicas que más estrechamente interaccionaba con los fibroblastos, establecimos co-cultivos 

Figura 36. Cambios en el perfil de expresión génica de las 

células leucémicas en presencia de los fibroblastos del 

plexo coroideo. Tras el co-cultivo de las células Nalm6 con 

los fibroblastos del plexo coroideo durante 12 horas, la 

expresión génica de las moléculas indicadas en la gráfica 

fue cuantificada por PCRq. Se representa la media ± 

desviación estándar de la expresión génica relativa a la de 

los cultivos control de 3 experimentos independientes. 

GNB2L1 fue empleado como control endógeno. 
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similares a los anteriores, en los que tras 48 horas se recogían las células leucémicas separándolas en dos 

fracciones. En la primera (F1) se recogían aquellas que se encontraban en suspensión en el medio de 

cultivo junto a aquellas menos adheridas a las células estromales, y en la segunda (F2), aquellas más 

adheridas que requerían de tratamiento enzimático para su separación de los fibroblastos. Como se 

observa en la Figura 37C, en la F2 se identificaban dos poblaciones. La de mayor tamaño representaba un 

15-20% de las células, y su intensidad media de fluorescencia para CD19 era inferior a la del resto de las 

células recuperadas del cultivo, tanto de la F1 como de la F2.  Además, esta subpoblación presentaba una 

tasa proliferativa significativamente reducida. 

 

Figura 37. La presencia de fibroblastos del plexo coroideo reduce la proliferación de las células leucémicas. La línea 

leucémica Nalm6 fue cultivada de manera aislada o en co-cultivo con fibroblastos del plexo coroideo (HCPFb) durante 

48 horas. Tras este periodo, el porcentaje de células en división fue cuantificado por citometría de flujo mediante la 

tinción del ADN con 7-AAD.  A) La gráfica representa la media ± desviación estándar del porcentaje de células Nalm6 

en proliferación de tres experimentos independientes. ** p ≤ 0,01. B) Histogramas representativos del porcentaje de 

células Nalm6 en la fase S/G2/M en presencia o ausencia de fibroblastos. C) Análisis del tamaño (FSC), la expresión de 

CD19 y el porcentaje de células en proliferación de las subpoblaciones de células Nalm6 presentes en la fracción de 

células en suspensión (F1) o interaccionando estrechamente con las células estromales del cultivo (F2). Se muestran 

datos representativos de 3 experimentos independientes. 

 

Los resultados anteriores sugerían que estas células estromáticas podían ser capaces de proteger a las 

células tumorales de los agentes quimioterápicos utilizados convencionalmente en el tratamiento 

intratecal de la LLA. Por ello, a continuación, analizamos la viabilidad de las células leucémicas en 

presencia de dosis crecientes de agentes quimioterápicos. Como se observa en la Figura 38C, D, 

independientemente de la línea de LLA utilizada (Nalm6 o Tom1), la viabilidad de las células leucémicas 

fue significativamente superior en aquellos cultivos en los que estaban presentes células fibroblásticas 

del plexo coroideo, cuya viabilidad no se vio afectada por la presencia de los quimioterápicos (Figura 38A).  

Este drástico efecto protector se observaba incluso con las dosis mayores utilizadas de metotrextato o 

citarabina y tras 72 horas de cultivo. Así, mientras que en los cultivos control la viabilidad de las células 

de la línea Nalm6 expuestas a dosis de 0,1 y 1 µM de ambos quimioterápicos era inferior al 30%, la 

presencia de los fibroblastos del plexo en el cultivo incrementó la supervivencia de estas células, 

alcanzándose valores muy similares a los cultivos control (70%). A diferencia de lo que ocurría con los 
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fibroblastos, las células epiteliales del plexo coroideo no fueron capaces de inducir protección para 

ninguno de los quimioterápicos utilizados (Figura 38B).   

A continuación, analizamos si los efectos quimioprotectores del fibroblasto se extendían también a células 

primarias leucémicas. Para ello, utilizando un protocolo experimental similar al anterior, estudiamos la 

viabilidad de dos muestras primarias de LLA en presencia o ausencia de fibroblastos. Al igual que ocurría 

con las líneas leucémicas utilizadas, la supervivencia de las células leucémicas en presencia de los 

quimioterápicos aparecía significativamente incrementada cuando estaban presentes los fibroblastos del 

plexo coroideo en el cultivo (Figura 38E).  
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Figura 38. El co-cultivo con fibroblastos del plexo coroideo reduce la sensibilidad de las células leucémicas frente a 

los agentes quimioterápicos. Estudio de la viabilidad de las células tumorales expuestas a dosis crecientes (0.01, 0.1 

y 1 µM) de metotrexato (MTX) y citarabina (Ara-C), durante 72 horas en presencia o ausencia de fibroblastos del plexo 

coroideo (HCPFb). El porcentaje de células viables (Anexina- IP-) fue cuantificado mediante citometría de flujo. A) 

Análisis del efecto de los agentes quimioterápicos en la viabilidad de los fibroblastos del plexo coroideo. Se muestra la 

media ± desviación estándar del porcentaje de células viables de tres experimentos independientes. B) La gráfica 

representa la media ± desviación estándar (4 experimentos independientes) del porcentaje de viabilidad de la línea 

leucémica Nalm6 sola o en co-cultivo con células epiteliales del plexo coroideo (HCPEpiC) en presencia de diferentes 

dosis de MTX o Ara-C. C) Se muestran dot-plots representativos del estudio de la viabilidad de las células leucémicas 

tratadas con MTX y Ara-C en co-cultivo con HCPFb o en ausencia de los mismos mediante la tinción con Anexina V, así 

como ioduro de propidio. En cada dot-plot se indica el porcentaje de células de cada subpoblación. Datos 

representativos de seis experimentos independientes. D) Porcentaje de células leucémicas Nalm6 y Tom1 viables tras 

72h de tratamiento con dosis crecientes de MTX y Ara-C y cultivadas con o sin HCPFb. La gráfica indica la media ± 

desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes. E) Cuantificación por citometría de flujo del 

porcentaje de células Anexina V –  IP- de dos muestras de pacientes con LLA tras el tratamiento con los agentes 

quimioterápicos (0.1µM) en presencia de fibroblastos del plexo coroideo. Los datos representan la media ± desviación 

estándar del porcentaje de viabilidad respecto al porcentaje en los cultivos control, en ausencia de HCPFb, de tres 

experimentos independientes. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001). 

 

A tenor de estos resultados, analizamos si estos efectos eran consecuencia directa de la producción de 

factores solubles por los fibroblastos y/o por el establecimiento de contactos entre ambos tipos celulares. 

Como se observa en la Figura 39 tanto la interacción física entre los dos tipos celulares como los factores 

presentes en el medio de cultivo condicionado por los fibroblastos durante 48 horas participan en los 

efectos protectores observados. Sin embargo, los contactos célula-célula parecen ser los principales 

responsables de los mismos.  

 

 

Figura 39. Efecto del contacto célula-célula y los 

factores solubles en la protección de las células 

leucémicas otorgada por los fibroblastos frente al 

tratamiento con quimioterápicos. La viabilidad de 

las células leucémicas Nalm6 (A) y Tom1 (B) tratadas 

con metotrexato (MTX) y citarabina (Ara-C) a una 

concentración de 0.1µM fue evaluada 

comparativamente en ausencia o presencia de los 

fibroblastos del plexo coroideo (HCPFb), así como en 

presencia de HCPFb previamente fijados con 

paraformaldehído 4% o del medio condicionado por 

éstos. Las gráficas representan el porcentaje de 

células viables en cada condición relativa al 

porcentaje de viabilidad en ausencia de fibroblastos 

(100%). Se muestra la media ± desviación estándar de 

los datos de tres experimentos independientes. (* p ≤ 

0,05; *** p ≤ 0,001). 
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Para ahondar en el mecanismo mediante el cual los fibroblastos ejercen estos efectos protectores, 

establecimos cultivos similares a los descritos en el apartado anterior añadiendo, en este caso, el 

anticuerpo bloqueante anti-VLA4, con el fin de impedir la interacción VCAM-1-VLA4 o el inhibidor de la γ-

secretasa, DAPT para bloquear la señalización a través de Notch. La adición de éstos redujo 

significativamente la capacidad protectora de los fibroblastos, disminuyendo la viabilidad de las células 

leucémicas respecto a los valores observados en los co-cultivos control (Figura 40). 

     

 

En conjunto, estos resultados indican que el estroma del plexo coroideo representa un santuario para las 

células leucémicas. Allí, estas células son capaces de escapar a los efectos de los quimioterápicos a través 

de la interacción con los componentes estromáticos. 

13.  Expresión de BMP4 en diferentes subpoblaciones de células 

leucémicas 

Trabajos previos de nuestro grupo, así como de otros grupos de investigación, han puesto de manifiesto 

la relevancia de la vía de señalización BMP en el mantenimiento de las células stem hematopoyéticas y en 

su diferenciación hacia diferentes linajes, incluyendo los linfocitos B 133, 187. En este contexto y, a tenor de 

los resultados previos del grupo obtenidos tras el análisis de muestras primarias procedentes de una 

primera cohorte de pacientes que asociaban altos niveles de expresión de BMP4 por los blastos al 

diagnóstico con las recaídas en la LLA, nos planteamos primeramente el estudio de la expresión del 

morfógeno durante la diferenciación temprana de linfocitos B en la médula ósea sana humana. Así, como 

se observa en la Figura 41A, la mayor expresión de BMP4 estaba asociada a la población más inmadura 

CD34+CD10+, reduciéndose en estadios posteriores de diferenciación.  

Evaluamos a continuación, los niveles de BMP4 en las células de LLA aisladas de diferentes localizaciones 

anatómicas de ratones que habían desarrollado la enfermedad tras ser trasplantados con muestras 

Figura 40. Efecto de la inhibición de la interacción VCAM1-

VLA-4 y de la señalización Notch en la supervivencia de las 

células leucémicas en co-cocultivo con los fibroblastos del 

plexo. Estudio de la viabilidad de las células Nalm6 co-

cultivadas con los HCPFb en presencia del anticuerpo 

bloqueante contra VLA-4 (10µg/0,5x106células), del 

inhibidor de la vía de señalización Notch, DAPT (50µM) o en 

ausencia de estos (CTL: anti-IgG y DMSO, respectivamente) 

tras 72h. Los datos representan el porcentaje de células 

viables en cada condición relativa al porcentaje de 

viabilidad en ausencia de los inhibidores (100%). Se muestra 

la media ± desviación estándar de 3-4 experimentos 

independientes. (** p ≤ 0,01). 
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primarias. En todos los casos, los niveles de expresión de BMP4 fueron dependientes de la muestra de 

LLA y similares entre las distintas localizaciones (Figura 41C). De nuevo, al igual que se observaba en la 

diferenciación B en la médula ósea sana, en las muestras en las que era posible identificar diferentes 

subpoblaciones, las células leucémicas con un fenotipo menos diferenciado eran las que expresaban 

mayores niveles de BMP4 (Figura 41B).  

 

Figura 41. Expresión de BMP4 en las diferentes subpoblaciones de células leucémicas en diferentes localizaciones. 

A) Análisis de los niveles de expresión de BMP4 mediante citometría de flujo en las subpoblaciones de células obtenidas 

de médula ósea humana que se encuentran en diferentes estadios de diferenciación (CD34+CD10+; CD34-CD10+ y 

CD34-CD10-). Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes. La intensidad media de 

fluorescencia (IMF) se indica en cada histograma. B) Datos representativos de los niveles de expresión de BMP4 en 

cada una de las subpoblaciones de células leucémicas indicadas. Se muestran los diferentes órganos analizados. Las 

gráficas muestran la media ± desviación estándar de la intensidad media de fluorescencia (IMF).  C) Análisis de la 

expresión de BMP4 en las células leucémicas aisladas de diferentes órganos en ratones trasplantados con diferentes 

muestras primarias. Las barras representan la media ± la desviación estándar de la IMF (n= 5 ratones/muestra). MO: 

Médula ósea. 

14. La elevada expresión de BMP4 en muestras primarias de LLA-B 

correlaciona con mayores tasas de injerto en el modelo xenógenico de 

LLA  

Para conocer la relevancia en el desarrollo y mantenimiento de la enfermedad de los niveles de expresión 

de BMP4 en células leucémicas, ratones NSG fueron infundidos, según se indica en el esquema (Figura 

42A), con muestras primarias de LLA-B que exhibían altos o bajos niveles de BMP4 determinados en 

función de la mediana de expresión de las muestras recopiladas y analizadas.  El 90% de los ratones del 

primer grupo desarrollaron los síntomas clínicos, detectándose un elevado porcentaje de injerto en 
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sangre, médula ósea y bazo (Figura 42B, C). Además, en todos los animales fueron encontrados blastos 

leucémicos en SNC. Por el contrario, únicamente el 10% de los animales a los que se les habían infundido 

células leucémicas que expresaban bajos niveles de BMP4 desarrollaron la enfermedad, detectándose 

injerto en todos los órganos diana analizados, incluido el SNC. En el resto de los animales de este grupo, 

no fueron detectadas células leucémicas en ningún órgano tras 16 semanas post-trasplante, momento en 

que se llevaba a cabo el sacrificio (Figura 42B).   

 

Figura 42. BMP4 en el desarrollo de la LLA en el modelo xenogénico. A) Esquema del diseño experimental. B) Curva 

de supervivencia de los animales trasplantados con muestras primarias que presentaban altos (4 muestras) y bajos (5 

muestras) niveles de expresión de BMP4 (3-5 animales/muestra). C) Datos representativos de los porcentajes de 

infiltración leucémica (hCD19+mCD45-) detectados en los diferentes órganos analizados por citometría de flujo en el 

momento del sacrificio. 

15. Niveles elevados de BMP4 incrementan la agresividad de la línea 

leucémica Nalm6 

Dado que los resultados del apartado anterior indicaban que la infusión de muestras primarias con altos 

niveles de expresión de BMP4 se correlacionaba con una mayor probabilidad de injerto, nos planteamos, 

a continuación, analizar los mecanismos por los que BMP4 podría favorecer el desarrollo y mantenimiento 

de la enfermedad. Con este objetivo se modificó genéticamente la línea leucémica Nalm6 para que 

expresase elevados niveles de BMP4 (Nalm6-BMP4). El análisis mediante PCRq de los posibles cambios en 

la expresión de los distintos componentes de la maquinaria de señalización BMP en estas células reveló 

que, si bien no se encontraron diferencias en la expresión de la mayor parte de los componentes de esta 

vía analizados, las células Nalm6-BMP4 presentaban un incremento significativo de la expresión de la 

Smad inhibidora, SMAD7, acompañado de una reducción en la expresión de los genes diana ID1 e ID4 
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(Figura 43). Estos datos sugieren que una mayor producción de BMP4 por parte de las células leucémicas 

induce una regulación negativa de la vía de señalización canónica de BMP en la propia célula leucémica. 

 

Figura 43. Cambios en la expresión de los componentes de la vía de señalización BMP en las células Nalm6 que 

sobreexpresan BMP4. Análisis por PCR cuantitativa de los niveles de ARNm de BMP4, SMAD7, ID1 e ID4. Dichos niveles 

se normalizaron frente a los niveles del gen endógeno GNB2L1. Los datos representan la media ± desviación estándar 

de 3 experimentos independientes (*p≤0,05). 

 

Las células Nalm6 y Nalm6-BMP4 fueron trasplantadas en paralelo en ratones NSG, siguiendo un modelo 

similar al descrito anteriormente (Figura 44A). Los animales de todos los grupos experimentales 

desarrollaron la enfermedad, sin embargo, en el grupo trasplantado con las células que sobreexpresan 

BMP4 (Nalm6-BMP4), la aparición de los síntomas era significativamente más temprana manifestándose, 

además, de forma más severa que en el grupo control (Nalm6), pues todos los animales presentaron 

parálisis en las extremidades posteriores (Figura 44B).    

A pesar de los datos clínicos obtenidos, sorprendentemente, el estudio de los órganos donde 

habitualmente injertan las células leucémicas, médula ósea y bazo, reveló que los animales Nalm6-BMP4 

exhibían números de células leucémicas injertadas en bazo significativamente menores que los animales 

Nalm6 (Figura 44C). El análisis del ciclo celular de las células leucémicas recuperadas de estos ratones 

evidenció que dicha reducción obedecía a una disminución en el porcentaje de células tumorales en 

división en los animales Nalm6-BMP4 (Figura 44D). En correlación con estos resultados que indicaban que 

la sobreexpresión de BMP4 reducía la tasa proliferativa de las células leucémicas, las células Nalm6-BMP4 

aisladas de los animales exhibieron una menor sensibilidad a los qumioterápicos, metotrexato y 

citarabina, que las células Nalm6, en ensayos in vitro (Figura 44E). Para confirmar que estos efectos en 

ciclo celular eran debidos a la mayor producción de BMP4, analizamos la proliferación de estas células 

tras la adición de nanoanticuerpos bloqueantes, anti-BMP4. En línea con estos resultados, el número de 

células Nalm6-BMP4 recuperadas de los cultivos a los que se les adicionaban dichos anticuerpos fue 

significativamente superior que en los cultivos control (Figura 44F).  
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Figura 44. Efecto de la sobreexpresión de BMP4 en las células leucémicas en el modelo xenogénico de LLA. A) 

Esquema del diseño experimental. B) Curva de supervivencia de los ratones trasplantados con células Nalm6-BMP4, 

cuya mediana de supervivencia es de 27 días, y con Nalm6, cuya mediana es de 31 días (n=10 animales por grupo) C) 

Cuantificación del número de células leucémicas presentes en bazo y médula ósea, así como del porcentaje de 

infiltración en bazo de los animales de ambos grupos. (n=7-10 animales por grupo). Se muestra la media de cada 

grupo de animales, representando cada punto a cada uno de los ratones analizados. D) Análisis del ciclo celular de las 

células leucémicas aisladas del bazo. La gráfica representa la media ± la desviación estándar del porcentaje de células 

en fase G0/G1 (n=6 animales por grupo). Histogramas representativos de las células Nalm6 y Nalm6-BMP4 (CD19+) 

teñidas con 7AAD. Se indica el porcentaje de células en G0/G1 (izquierda) y el porcentaje de células en fase S/G2/M 

(derecha). E) Estudio mediante citometría de flujo de la viabilidad (Anexina – IP –) de las células Nalm6-BMP4 

recuperadas del bazo respecto a la de las células Nalm6, tras 72 horas de cultivo con dosis crecientes (0.01, 0,1, 1µM) 

de los agentes quimioterápicos: citarabina y metotrexato. Se representa la media ± desviación estándar del porcentaje 

de viabilidad relativizado al control de las células Nalm6-BMP4 respecto a las Nalm6 de tres experimentos 

independientes; F) Cuantificación del número de células Nalm6-BMP4 tras el tratamiento con el nanoanticuerpo 

bloqueante, C4C4. Los datos corresponden a la media media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes (*p≤0,05; **p≤0,01). 

 

Por otra parte, el análisis por PCRq de la expresión génica en células leucémicas recuperadas del bazo de 

los animales Nalm6-BMP4 y Nalm6 reveló niveles significativamente incrementados de las moléculas de 

adhesión VLA-4 y LFA-1, así como de la metaloproteasa ADAM-10, en los primeros (Figura 45A).  El 
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tratamiento in vitro de las líneas leucémicas Nalm6 y Tom1 con diferentes dosis de BMP4 exógeno 

también indujo una regulación positiva de la expresión de VLA-4 (Figura 45C, D). A tenor de estos 

resultados, de la importancia de las interacciones a través de VLA-4 en la supervivencia de las células 

descrita en apartados anteriores y, puesto que se ha descrito recientemente que elevados niveles de 

expresión de esta integrina se asocian con un mal pronóstico de los pacientes con LLA40, analizamos la 

expresión de VLA-4  en una cohorte de pacientes de LLA- B confirmando, como se observa en la Figura 

45B, una mayor expresión de ésta integrina en los pacientes que recaen respecto al grupo de pacientes 

que no recaen. 

 

 

Figura 45. Efecto de BMP4 en la expresión de moléculas de adhesión y metaloproteasas en las células leucémicas. 

VLA-4 se asocia con las recaídas en la LLA. A) Expresión de ARNm de VLA-4, LFA-1 y ADAM10 en las células Nalm6 y 

Nalm6-BMP4 aisladas del bazo de los animales que habían desarrollado la enfermedad. Las gráficas representan la 

media ± desviación estándar (n=3 animales/grupo). B) Niveles de expresión al diagnóstico de VLA-4 en muestras de 

pacientes de LLA en función de la posterior aparición de recaídas en la enfermedad. Se muestra la media ± desviación 

estándar (n= 66 pacientes de LLA-B). C, D) Análisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de ARNm de 

VLA-4 en las líneas leucémicas Nalm6 (C) y Tom1 (D) tras el tratamiento durante 48 horas con distintas dosis de BMP4 

(0.01, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml). Los datos representan la media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. 

En todos los casos los niveles de expresión fueron normalizados frente a la expresión de GNB2L1. (*p ≤ 0.05, **p ≤ 

0.01). 
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A diferencia de lo observado en periferia, el número de células leucémicas infiltradas en el cerebro fue 

superior en aquellos animales infundidos con células Nalm6 que sobreexpresaban BMP4, si bien la 

diferencia no llegó a ser significativa (Figura 46).  

 

En línea con un mayor número de células Nalm6-BMP4 en el cerebro y dado que BMP4 ha sido descrito 

como uno de los factores implicado en la alteración de la función endotelial 44, 188, se llevó a cabo un 

estudio in vitro de la capacidad de BMP4 y de las células leucémicas para modificar el fenotipo de las 

células endoteliales de la microvasculatura cerebral (hMECs). El establecimiento de co-cultivos entre éstas 

y las células Nalm6, la adición de diferentes dosis de BMP4 a los cultivos de hMECs y la combinación de 

ambos indicó que niveles elevados de BMP4, así como la presencia de las células leucémicas inducían una 

regulación positiva de la expresión de VCAM-1 al mismo tiempo que se reducía la expresión de VE-

Cadherina en estas células por efecto de BMP4 y de manera dosis dependiente, lo que podría facilitar la 

adhesión y el paso de las células leucémicas Nalm6-BMP4 a su través (Figura 47A, B). 

 

Figura 47. Modificación de la expresión de VCAM-1 y VE-Cadherina en las células endoteliales por efecto de BMP4 

y/o de las células leucémicas. Las hMECs se cultivaron en presencia o ausencia de BMP4 (0.01ng/ml o 100ng/ml) y/o 

células Nalm6 durante 48 horas. A continuación, se llevó a cabo el análisis por RT-PCRq de los niveles de expresión de 

VCAM-1 (A) y VE-Cadherina (B). Los datos representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes (*p≤0,05, ***p≤0,001; comparación frente a las hMECs control; #p≤0,05, comparación frente al 

tratamiento con BMP4; & p≤0,05, frente al co-cultivo hMECs-Nalm6). 

Analizamos a continuación, si BMP4 podía modificar también la capacidad migratoria de las células 

leucémicas tal y como ha sido descrito previamente para otras células tumorales 189. Para abordar este 

estudio, se realizaron ensayos de migración con células Nalm6-BMP4 y Nalm6. Ambas líneas fueron 

Figura 46. Infiltración en cerebro de células leucémicas que sobreexpresan 

BMP4. La gráfica representa la media del porcentaje de células CD19+ presentes 

en la suspensión de cerebro analizada por citometría de flujo, en los grupos de 

animales trasplantados con células Nalm6 y con Nalm6-BMP4. Cada punto 

representa el porcentaje obtenido en cada animal analizado. (n=10 animales por 

grupo) 
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marcadas con CFSE y colocadas en la cara superior de insertos transwell durante 4 horas. Tras este 

periodo, se recogieron las células presentes tanto en el compartimento superior como en el 

compartimento inferior y que, por tanto, habían migrado, cuantificándose ambas fracciones por 

citometría de flujo. Los resultados obtenidos indicaban que la sobreexpresión de BMP4 en las células 

leucémicas dotaba a éstas de una mayor capacidad migratoria, pues el número de células Nalm6-BMP4 

recogidas del compartimento inferior fue 3 veces superior al de células Nalm6 (Figura 48). Estos resultados 

sugieren que niveles incrementados de BMP4 podrían acentuar la capacidad invasiva de las células 

leucémicas.   

  

 

Por tanto, la sobreexpresión de BMP4 en las células leucémicas provocaba una drástica reducción en su 

tasa proliferativa justificando los bajos números de células recuperados de bazo y médula ósea en el 

modelo animal. Sin embargo, estos resultados no explican la sintomatología clínica más agravada que 

presentaban los animales pertenecientes al grupo Nalm6-BMP4. En este sentido, puesto que tanto 

resultados publicados por otros autores como los datos mostrados en este trabajo en el apartado 4 ponen 

de manifiesto la existencia de una respuesta inflamatoria a lo largo del desarrollo de la enfermedad y, 

dado que BMP4 ha sido descrito como un agente inflamatorio 43, analizamos si los animales Nalm6-BMP4 

presentaban un perfil inflamatorio diferente que pudiera, al menos en parte, ser responsable de la mayor 

sintomatología clínica. Como se observa en la Figura 49, los niveles de IL-6 de ratón en el momento en el 

que los ratones fueron sacrificados eran significativamente superiores en el suero de los animales Nalm6-

BMP4 respecto a los ratones Nalm6.   

 

Figura 48. La sobreexpresión de BMP4 incrementa la capacidad migratoria de 

las células Nalm6. La gráfica representa el porcentaje de células Nalm6 y Nalm6-

BMP4 CFSE+ que migran a través de la membrana de un inserto transwell durante 

4 horas. Los datos indican la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes (*p≤0,05). 

Figura 49. Niveles incrementados de IL-6 en el suero de los animales 

trasplantados con células Nalm6-BMP4. La concentración de IL-6 fue 

cuantificada en el suero de los animales control y en los trasplantados con Nalm6 

o Nalm6-BMP4 en el momento de la eutanasia. La gráfica representa la media de 

5-6 animales/grupo. Cada punto corresponde a un individuo (*p≤0,05). 
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Asimismo, en el SNC de animales Nalm6-BMP4 podía observarse una respuesta astroglial incrementada 

respecto a los animales Nalm6 sugiriendo que, como en periferia, la expresión incrementada de BMP4 

provocaba también una mayor respuesta inflamatoria en el tejido nervioso (Figura 50B, D). Finalmente, 

cabe destacar que la vascularización en el tejido nervioso de estos animales también aparecía modificada 

incluso respecto a los animales trasplantados con Nalm6, presentando mayor densidad vascular con vasos 

sanguíneos de mayor calibre que sugerían la existencia de un proceso angiogénico (Figura 50B-D). 

Además, la cuantificación de los niveles de VEGFA producidos por Nalm6 y Nalm6-BMP4 evidenciaron una 

mayor producción del factor angiogénico por estas últimas (Figura 50A). 
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Figura 50. Efecto de BMP4 en la respuesta astroglial. Cambios en la vasculatura cerebral. A) La producción de VEGFA 

por parte de las células Nalm6 y Nalm6-BMP4 fue analizada mediante CBA en los sobrenandadntes recogidos tras 72h 

de cultivo. La gráfica muestra la producción de VEGFA de las células Nalm6-BMP4 relativa a las células Nalm6. Los 

datos representan la media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. *p≤0.05. B, D) Imágenes 

representativas de la corteza cerebral de animales control, Nalm6 y Nalm6-BMP4. Inmunofluorescencia frente a GFAP 

(rojo) y CD31 (verde). Todos los núcleos están marcados con Hoescht. B:10x; D:40x. C) Porcentaje del área de tejido 

marcada con anti-CD31 de los tres grupos de animales. *p≤0.05, **p≤0.01; comparación frente al grupo control; # 

p≤0.05, comparación respecto al grupo Nalm6. 

16. El tratamiento con el inhibidor de la señalización canónica de BMP, 

DMH1, reduce la infiltración leucémica en el SNC  

La evaluación de la relevancia de la señalización BMP en el desarrollo y evolución de la LLA fue abordado 

utilizando diferentes aproximaciones experimentales, tanto in vitro como in vivo.  En primer lugar, 

seleccionamos 3 muestras primarias de LLA-B que exhibían una elevada expresión de BMP4 y que, en el 

grupo de experimentos anteriores habían injertado e infiltrado en SNC en el 100% de los animales. El 

bloqueo de la señalización se llevó a cabo mediante la implantación de una bomba subcutánea que 

liberaba diariamente el inhibidor de la vía canónica de señalización BMP, DMH1. En el grupo control, las 

bombas eran cargadas con el diluyente. Para discriminar entre los posibles efectos del bloqueo de la 

señalización BMP4 en el establecimiento y/o el mantenimiento de la enfermedad, se llevaron a cabo 

distintos diseños experimentales (véanse esquemas adjuntos en cada uno de los apartados).  

En el primer grupo de experimentos, evaluamos la posible implicación de la señalización BMP2/4 en el 

asentamiento de las células leucémicas en los órganos diana. Para ello, fueron implantados dispositivos 

cutáneos cargados con el inhibidor DMH1 (DMH1-LLA, grupo tratado) o con DMSO (DMSO-LLA, grupo 

control) 3 días antes de la infusión de las células leucémicas, que previamente habían sido marcadas con 

CFSE. Los animales fueron sacrificados 16 horas después y las suspensiones de bazo y médula ósea, así 

como la sangre fueron analizadas por citometría de flujo (Figura 51A, B). Si bien el porcentaje de células 

leucémicas CFSE+ detectadas en bazo y médula ósea fue similar en ambos grupos de animales, el estudio 

en sangre puso de manifiesto mayores números de células leucémicas en los animales DMH1-LLA, 

pudiendo sugerir esto una menor entrada de las células al conjunto de los órganos diana (Figura 51B, C).  
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Figura 51. Efecto de la inhibición de la vía de señalización BMP en el asentamiento de las células leucémicas en los 

órganos diana. A) Esquema del diseño experimental. Los dispositivos subcutáneos se implantaron 3 días antes del 

trasplante de las células leucémicas teñidas con CFSE, iniciándose así el inicio del tratamiento con el inhibidor de BMP, 

DMH1 (3mg/kg/día), o su diluyente (DMSO). Este se mantuvo hasta el momento en que los animales fueron 

sacrificados, 16 horas post- trasplante. B) Datos representativos del porcentaje de células CFSE+ encontrados en cada 

uno de los órganos analizados: médula ósea, bazo y sangre. C) Las gráficas representan la media del porcentaje de 

células CFSE+ de todos los animales de cada grupo en los diferentes órganos y los valores correspondientes a cada 

individuo (n=5 animales por grupo). ** p≤0.01. 

A continuación, analizamos el efecto de la inhibición de la vía de señalización canónica de BMP en la 

evolución de la enfermedad. En este caso, el dispositivo fue colocado 8 días después de la infusión de las 

células leucémicas, una vez el injerto era detectable. Este dispositivo liberaba, de nuevo, diariamente 

DMH1 (LLA-DMSO, grupo control; LLA-DMH1 grupo tratado; ver esquema Figura 52A). Todos los animales 

fueron sacrificados a la quinta semana post-trasplante, momento en el que el 100% de los animales sin 

tratar, LLA-DMSO, presentaban síntomas de la enfermedad que comprometían su supervivencia. Sólo el 

33% de los animales en el grupo tratado presentaban en esos momentos una sintomatología similar 

(Figura 52B). 

A pesar de las diferencias clínicas observadas entre los dos grupos de animales, los porcentajes de 

infiltración leucémica en bazo y médula ósea no fueron significativamente diferentes, alcanzando 

elevados números de células leucémicas en ambos casos y con una viabilidad celular similar. Por el 

contrario, el bloqueo de la vía canónica de señalización BMP resultó en números de células leucémicas 

significativamente inferiores en el SNC de los animales que tenían implantada la bomba con el inhibidor 

(Figura 52C, D). En concordancia, los animales pertenecientes a este grupo respondían de manera similar 

a los animales sanos cuando eran sometidos a test comportamentales a diferencia de los animales 

enfermos que presentaban el dispositivo con el diluyente (ALL-DMSO) (Figura 52E).   
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Figura 52. Efecto del bloqueo de la señalización BMP durante el desarrollo de la LLA. A) Esquema del diseño 

experimental. La implantación de los dispositivos subcutáneos para la administración diaria de DMH1 (3mg/kg/día) o 

DMSO tuvo lugar 8 días después del trasplante de las células leucémicas en ratones NSG, manteniéndose el 

tratamiento hasta la aparición de los síntomas clínicos. B) La gráfica representa el porcentaje de animales de cada 

grupo que presentaban una sintomatología característica de la enfermedad (parálisis, pelo erizado, letargo) en el 

momento del sacrificio (n=8-9 por grupo). C) Los datos muestran la media ± desviación estándar del porcentaje de 

células CD19+ cuantificado mediante citometría de flujo en la médula ósea, bazo y sangre periférica de los animales 

LLA-DMH y LLA-DMSO. D) Cuantificación de células leucémicas CD19+ infiltradas en el cerebro de los animales 

analizados. Se muestra la media de cada uno de los grupos, siendo los puntos cada uno de los individuos analizados 

(n=11 ratones por grupo). E) Evaluación de la capacidad para discriminar olores de los animales LLA-DMH1 frente al 

grupo de ratones LLA- DMSO. Las gráficas representan el tiempo medio de exploración (segundos) ± la desviación 

estándar empleado por los animales de cada grupo en cada una de las exposiciones a los tres odorantes: octanal (O), 

heptanal (H) y anisole (A) (n=4-5 individuos por grupo). * p≤0.05. 

El estudio mediante inmunofluorescencia del cerebro de estos ratones puso de manifiesto el menor 

número de células leucémicas presentes en el mismo, en correlación con los datos obtenidos por 

citometría de flujo. En los animales LLA-DMH1, las escasas células leucémicas encontradas presentaban, 

en general, una distribución similar a la de los animales LLA-DMSO y a los animales LLA, descrita en el 

apartado 1 (véase también Figura 16). Sin embargo, a diferencia de estos grupos, las escasas células 

leucémicas presentes en la meninge de los animales LLA-DMH1 no formaban agregados, sino que se 

disponían en 1 o 2 hileras fuertemente empaquetadas entre ellas e inmersas en la piamadre (Figura 53A, 

B). Además, un 75% de los animales tratados presentaban células aisladas en el parénquima, en algunas 

de las localizaciones anteriormente descritas en los controles, si bien el número era sensiblemente inferior 

a estos. De nuevo, aunque en menor número, también fueron encontradas células leucémicas en el 

estroma del plexo coroideo (Figura 53G, H) mientras que estaban ausentes o en número muy reducido en 

la luz de los ventrículos. Por otra parte, cabe destacar que en los animales tratados LLA-DMH1 se podía 

observar un incremento en la expresión de laminina, así como un entramado glial GFAP positivo más 

denso inmediatamente por debajo de la meninge, respecto a lo observado en los controles LLA-DMSO 
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(Figura 53C-F). Estos resultados podrían sugerir que la inhibición de la vía de señalización canónica de 

BMP desencadena un reforzamiento de la limitante glial-pial situada por debajo de la meninge 

imponiendo una mayor restricción al paso de las células leucémicas al parénquima nervioso.  

 

 

 

Puesto que los resultados anteriores indicaban que el tratamiento sistémico con el inhibidor DMH1 era 

capaz de reducir el número de células presentes en el SNC, analizamos si la administración del inhibidor 

DMH1 directamente en el LCR tenía este mismo efecto o si, por el contrario, la reducción en el número 

de células observado era debido a un efecto en la entrada al SNC. Para ello, muestras primarias de células 

leucémicas que habían demostrado su capacidad para infiltrar el SNC en estudios anteriores, fueron 

infundidas a ratones NSG. A los 33 días post-inyección, y tras comprobar mediante estudio por citometría 

de flujo el injerto en sangre, los animales se dividieron en 4 grupos. Un grupo de animales fue inyectado 

intracerebroventricularmente con DMH1 y otro con el coctel quimioterápico (TIT) utilizado 

convencionalmente en la terapia intratecal para el tratamiento de la LLA infantil. En paralelo se 

establecieron grupos control con los diluyentes de ambos tratamientos. Todos los grupos experimentales 

fueron sacrificados 48 horas después y los cerebros procesados para citometría de flujo (Figura 54A). El 

análisis no mostró diferencias reseñables en cuanto al porcentaje de injerto en sangre. Como cabía 

Figura 53. Distribución de las células 

leucémicas y cambios histológicos en el 

cerebro de los animales tratados con 

DMH1. Presencia de células tumorales 

dispuestas sobre la piamadre tanto en los 

animales LLA-DMH1 (A) como en los 

animales LLA-DMSO (B) x20. Nótese la 

diferente disposición de las células en los 

animales tratados con el inhibidor. C-F) 

Inmunofluorescencia frente a laminina 

(rojo), GFAP (azul) y CD19 (verde). 

Obsérvese la diferente expresión de 

laminina, así como de GFAP entre los 

animales LLA-DMH1 (C, E) y los LLA-

DMSO (D, F), tanto en presencia (C-D) 

como en ausencia (E-F) de células 

leucémicas en contacto con la meninge; 

x20 G-I) Presencia de células tumorales 

en el estroma del plexo coroideo en los 

animales tratados con DMH1 (G, H). 

Nótese el mayor número de células 

leucémicas en la luz del ventrículo en el 

grupo no tratado (I); G: x20, H-I: x40. 
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esperar, el porcentaje de las células leucémicas halladas en el cerebro de los ratones tratados con la 

quimioterapia convencional fue significativamente menor al grupo de ratones tratados con suero salino 

(Sol. salino: 0,84% vs TIT: 0,27%). El estudio de los animales tratados con DMH1 reveló también un 

porcentaje significativamente inferior de células leucémicas en el cerebro de estos animales (DMSO: 

0,62% vs DMH1: 0,14%) (Figura 48B, C).  

 

Figura 54. Efecto de DMH-1 administrado por vía intracerebroventricular en la infiltración en cerebro de la leucemia 

linfoblástica aguda. A) Esquema del diseño experimental utilizado. Los animales recibieron cuatro semanas después 

del trasplante de células leucémicas el inhibidor de la vía de señalización BMP (DMH1), los quimioterápicos (MTX, 

hidrocortisona y Ara-C) o los diluyentes de estos (DMSO o suero salino, respectivamente) mediante ICV. A las 48 horas 

de la inyección, los animales se sacrificaron para cuantificar la infiltración de las células leucémicas en el cerebro 

mediante citometría de flujo. B) Se presentan las medias y los datos individuales del porcentaje de células CD19+ 

presentes en el cerebro de cada grupo de animales (n=4-6 animales por grupo). * p≤0.05. C) Datos representativos del 

análisis de las células marcadas con anti-CD19 en la suspensión de cerebro obtenida de cada animal. 

El conjunto de estos resultados indica que el bloqueo de la vía de señalización BMP controla, al menos en 

parte, la migración de las células leucémicas al SNC si bien no parece tener efecto, al menos a estas 

concentraciones, con este inhibidor y con esta vía de administración, en el número de células leucémicas 

presentes en el resto de los órganos diana.  

17.  La inhibición de la vía canónica de señalización BMP reduce la 

viabilidad de las células leucémicas 

Células leucémicas de la línea Nalm6 en cultivo fueron tratadas con el inhibidor DMH1 analizándose tras 

diferentes periodos la recuperación celular, así como el porcentaje de células apoptóticas. Como se 

observa en la Figura 55A, el número de células leucémicas recuperadas fue sensiblemente inferior en los 

cultivos tratados con DMH1. En correlación, el porcentaje de células apoptóticas aparecía incrementado 

en dichos cultivos (Figura 55B). El estudio de marcadores pro- y anti-apoptóticos evidenció que el 
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tratamiento de células leucémicas con el inhibidor DMH1 provocaba la regulación negativa de las 

proteínas anti- apoptóticas Bcl-2 y Bcl-xL junto con un incremento en la expresión en la proteína pro-

apoptótica, Bax (Figura 55C).  

 

Figura 55. Efecto de la inhibición de la vía de señalización canónica de BMP en las células leucémicas. Células de la 

línea leucémica Nalm6 fueron cultivadas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de DMH1 (10µM) o DMSO. A) 

Cuantificación del porcentaje de células viables mediante tinción con azul tripán. Se muestra la media ± desviación 

estándar de 4 experimentos independientes. *p≤0,05; comparación células tratadas con DMH1 frente a células 

cultivadas en presencia de DMSO. B) Análisis de la viabilidad de las células leucémicas por citometría de flujo tras 24 

horas de tratamiento. En los dot plots se indican los porcentajes de células de cada subpoblación, considerándose 

viables las células Anexina V - IP -. Se muestra un experimento representativo de un total de 4 experimentos 

independientes. C) Estudio mediante citometría de flujo de los niveles de expresión de las proteínas Bcl-2 y Bcl-xl y Bax, 

tras el tratamiento con el inhibidor durante 24 horas. Los datos corresponden a un experimento representativo de tres 

experimentos independientes.  

18. Estudio de la expresión de los componentes la vía de señalización BMP 

en muestras de pacientes de LLA 

Estudios previos del grupo realizados en una pequeña cohorte de pacientes de LLA sugerían que niveles 

de expresión elevados del gen BMP4 en los blastos de niños con LLA-B al diagnóstico se asociaban 

significativamente con la recaída, observándose una incidencia acumulada de recaídas casi significativa 

en el grupo con mayores niveles de expresión de BMP4. Además, el análisis de la cantidad de BMP4 en 

muestras de LCR revelaba una mayor cantidad de esta proteína en los niños que presentaban afectación 

del SNC al diagnóstico, así como en aquellos que presentaban recaídas en el SNC. Por otra parte, los niños 

que posteriormente recayeron, expresaban una elevada ratio SMAD1:SMAD7 (Smad activadora: Smad 

inhibidora de la transducción de la señal BMP) al diagnóstico y, de nuevo, la incidencia acumulada de 

recaídas era mayor que en el grupo que mostraba una reducida expresión de la ratio. Estos datos 

indicaban, por tanto, que una mayor expresión de BMP4 y/o el silenciamiento de la vía de señalización 

BMP se asocian a las recaídas en la LLA. A tenor de estos resultados, nos planteamos ampliar el estudio y 

recopilar nuevas muestras de pacientes pediátricos de LLA al diagnóstico para confirmar estos resultados.  

Estas muestras se utilizaron por tanto para el análisis, mediante PCRq, de la expresión de los distintos 

componentes de la vía de señalización BMP incluyendo los ligandos, los receptores, las moléculas 
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encargadas de la transducción de la señal (BR-Smads y Co-Smad), así como los inhibidores de la misma (I-

Smads, Noggin). 

El estudio de los diferentes componentes de la vía reveló diferencias entre los dos sexos, observándose 

una menor expresión del receptor BMPR1b y de la BR-Smad, SMAD1, en los pacientes varones 

(BMPR1b:72,1±39 vs. 361±117, p=0,001; SMAD1: 699,7±164 vs- 1789±595, p=0.004). Los niveles de 

expresión de todos los componentes de la vía de señalización BMP eran significativamente superiores en 

las muestras de LLA tipo B respecto a las LLA tipo T analizadas, en concordancia con la relevancia descrita 

de la vía en la diferenciación del linaje B frente al T 187. El análisis de los diferentes componentes de la vía 

de señalización fue llevado a cabo comparativamente entre los grupos de RA frente a no alto (RI y RE), 

entre EMR+ y EMR- al final de la terapia de inducción (día 33 desde el inicio del tratamiento), y entre el 

grupo no recaída frente a recaída, mostrándose a continuación sólo aquellos resultados en los que se 

observaba una tendencia o eran estadísticamente significativos. 

En todos los casos, una menor expresión de los componentes activadores de la vía de señalización 

canónica de BMP (Receptores y/o BR-smad) se relacionó con los grupos de peor pronóstico. Así, el grupo 

de RA presentaba niveles reducidos del ActRIA y de SMAD1 (Figura 56). Los blastos de pacientes con EMR+ 

exhibían, asimismo, niveles de expresión inferiores de BMPR2 y ActRIA respecto a aquellos pacientes con 

EMR- (Figura 57). Cuando analizamos el grupo de pacientes que recayeron frente a los que no lo hicieron, 

los primeros presentaban niveles inferiores de expresión, de nuevo, del receptor ActRIA y de SMAD1 

(Figura 58), observándose en este caso también un incremento de la Smad inhibidora, SMAD7, aunque 

éste no llegó a ser significativo. A tenor de estos resultados, el análisis por PCRq de los blastos de los 

pacientes en el momento del diagnóstico sugiere que una regulación negativa de la maquinaria de 

transducción de la vía de señalización canónica de BMP es indicador de mal pronóstico en la LLA. 

 

 

Figura 56. Las muestras de pacientes de LLA 

incluidos en el grupo de RA presentan 

menores niveles de expresión del receptor 

ActRIA y la molécula activadora SMAD1 al 

diagnóstico. Análisis de los niveles de ARNm 

mediante PCRq. Estos fueron normalizados 

frente a la expresión del gen endógeno 

GNB2L1. Las gráficas muestran la media ± 

error estándar. Cada punto corresponde a 

un paciente. 
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Figura 58. Niveles de ActRIA y de SMAD1 reducidos se asocian con la recaída. Análisis por PCRq de la expresión del 

receptor ActRIA, de la SMAD1 y SMAD7 en función de la recaída en muestras de pacientes obtenidas al diagnóstico. 

Los niveles de expresión se normalizaron frente a la expresión de GNB2L1. Las gráficas muestran la media ± error 

estándar. Cada punto corresponde a un paciente. 

 

Analizamos a continuación, la supervivencia libre de enfermedad (SLE), las recaídas, así como la incidencia 

acumulada de recaídas en función de la expresión del gen BMP4, SMAD1 y SMAD7. Consideramos la 

mediana de expresión de cada uno de los genes para separar un grupo con expresión baja (menor que la 

mediana) y otro de expresión alta (mayor que la mediana). Como se puede observar en la Figura 59A, B, 

C no se observaron diferencias significativas en ninguno de los casos. A pesar de esto, y puesto que todos 

los datos anteriores apuntaban a que una inhibición de la vía de señalización canónica de BMP era 

relevante en la evolución de la enfermedad, dividimos el grupo de pacientes con altos niveles de expresión 

de la Smad inhibidora, SMAD7, en dos grupos en función de los niveles de expresión de la Smad 

activadora, SMAD1. El análisis estadístico demostró una mayor incidencia de recaídas en los pacientes con 

una mayor inhibición de la vía de señalización (altos niveles de expresión de SMAD7 y bajos niveles de 

expresión SMAD1) frente a los que presentaban una menor inhibición de la misma (elevados niveles de 

Figura 57. Expresión de los receptores 

ActRIA y BMPR2 en función de la EMR. 

Análisis de los niveles de expresión por PCRq 

normalizados frente al endógeno GNB2L1. 

Las barras representan la media ± error 

estándar de los pacientes analizados que 

presentaron EMR- o EMR+ a los 33 días 

desde el inicio del tratamiento. Cada punto 

corresponde a un paciente de la cohorte 

analizada. 
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expresión de SMAD7 y SMAD1), (Figura 60) Resultados similares fueron encontrados cuando era 

considerado exclusivamente el grupo de LLA-B de riesgo no alto (Figura 61).  

 

Figura 59. Incidencia acumulada de recaídas en función de la expresión de BMP4, SMAD1 y SMAD7. A partir de la 

mediana de los datos de los niveles de expresión de estos genes obtenidos mediante PCRq, los pacientes se clasificaron 

en 2 grupos (niveles de expresión altos y bajos) y se calculó la proporción de recaídas observadas por unidad de tiempo.  

 

 

Figura 60. Incidencia acumulada de recaídas en función de los niveles de expresión de SMAD1 en pacientes que 

exhiben una elevada expresión de SMAD7. Los pacientes con niveles de expresión de SMAD7 superiores a la mediana 

fueron divididos en función de la expresión de SMAD1. A continuación, se llevó a cabo el cálculo de la probabilidad de 

recaída por unidad de tiempo en cada grupo de pacientes. 

 

 

  SMAD1 BAJO SMAD1 ALTO 
p 

  Media EEM n Media EEM n 

SLE (días) 912,3 143,95 10 691 65,96 3 ns 

INCIDENCIA 
ACUMULADA 

69,65 22,28 10 10,94 5,99 3 0,0372 
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Figura 61. Incidencia acumulada de recaídas en función de los niveles de expresión de SMAD1 en pacientes con LLA-

B de riesgo no alto que exhiben una elevada expresión de SMAD7.  Estudio de la probabilidad de recaída en el grupo 

de pacientes de LLA-B no incluidos en el grupo de riesgo alto que mostraban una elevada expresión de SMAD7 en el 

análisis mediante PCRq, en función de los niveles de ARNm de SMAD1. 

Por último, puesto que los resultados, tanto in vitro como in vivo, utilizando células que expresan niveles 

incrementados de BMP4, comentadas en secciones anteriores, indicaban que altos niveles de BMP4 

correlacionan con un silenciamiento de la vía de señalización canónica, analizamos en el grupo de LLA de 

riesgo no alto con niveles elevados de BMP4, la incidencia de recaídas en función de la expresión de 

SMAD1. Como muestra la Figura 62, aquellos pacientes con niveles altos de BMP4 y bajos de SMAD1 

presentaban una incidencia de recaídas superior, con tendencia a ser significativa (p=0.07).  

 

Figura 62. Incidencia acumulada de recaídas en función de los niveles de expresión de SMAD1 en pacientes con LLA-

B de riesgo no alto con niveles elevados de BMP4.  Análisis de la probabilidad de recaída en función de los niveles de 

ARNm de SMAD1, en los pacientes pertenecientes al grupo de LLA-B de RI o RE que exhibían una elevada expresión de 

BMP4 

 

 

LLA-B RI/RE SMAD1 BAJO SMAD1 ALTO 
p 

 SMAD7 ALTO Media EEM n Media EEM n 

SLE (días) 718,71 103,18 7 640,5 73,5 2 ns 

INCIDENCIA 
ACUMULADA 

36,06 11,15 7 7,69 5,23 2 0,033 

 LLA-B RI/RE SMAD1 BAJO SMAD1 ALTO 
p 

 BMP4 ALTO Media EEM n Media EEM n 

SLE (días) 670,75 73,06 4 864,67 228,15 3 ns 

INCIDENCIA 
ACUMULADA 

30,28 12,9 4 10,84 6,15 3 0,0731 
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Teniendo en cuenta la afectación del SNC, la LLA se ha descrito principalmente como una enfermedad 

meníngea que afecta a la duramadre, las leptomeninges o ambas 11. En base a estudios anatómicos 

realizados en la década de los 70, y a datos obtenidos a partir de los modelos animales de LLA, diferentes 

rutas no excluyentes han sido propuestas para explicar cómo las células leucémicas alcanzan el LCR y las 

meninges. Primeramente, las células leucémicas podrían ingresar al SNC a través de la circulación 

sistémica. Esta hipótesis surge a partir de estudios de autopsias que demuestran que la infiltración 

leucémica aparece inicialmente en las paredes de las venas aracnoideas superficiales, sugiriendo que las 

células podrían alcanzar el SNC por diseminación hematógena, migrando a través del endotelio venoso, 

presumiblemente a través del plexo venoso de Batson 5, 190. Alternativamente, las células leucémicas 

podrían diseminarse directamente desde la médula ósea del cráneo hacia las meninges a través de los 

vasos emisarios 76, 191 . En este sentido, un estudio reciente de Yao et al. sugiere que las células leucémicas 

migran hacia el SNC aprovechando la matriz extracelular de la capa adventicia de las venas emisarias que 

cruzan hacia los senos venosos a través de los orificios óseos 14. Además, las células también podrían llegar 

al LCR a través del plexo coroideo 75. Otra posibilidad incluye la salida de células leucémicas desde la 

médula ósea hasta la duramadre a través de pequeñas lesiones producidas por los blastos leucémicos en 

el tejido óseo, tanto de los huesos del cráneo como en las vértebras. Recientemente se han descrito 

diferentes zonas del SNC en las que la barrera aracnoidea presenta discontinuidades importantes (donde 

las uniones estrechas presentan una mayor permisividad al paso) como es el caso de la región superpuesta 

a la placa cribosa (a nivel del bulbo bulbo olfatorio), la eminencia media (región peripituitaria) y la glándula 

pineal 24 permitiendo el paso de células. Esto sugiere que las células leucémicas presentes en la duramadre 

podrían alcanzar más fácilmente el espacio subaracnoideo a través de estas regiones.  

Una vez las células leucémicas alcanzan el espacio subaracnoideo se diseminan por el mismo asentándose 

sobre las trabéculas aracnoideas y sobre la piamadre, bien como células aisladas, en pequeños grupos o 

en agregados de mayor tamaño, tal y como describieron Price et al. en su estudio histológico de cerebros 

procedentes de 126 autopsias de pacientes pediátricos de LLA (1972). El modelo animal utilizado en el 

presente trabajo recrea fielmente la distribución en el espacio subaracnoideo de los blastos leucémicos 

descrita por Price, especialmente cuando se utilizan células primarias. Un aspecto fundamental en nuestro 

estudio fue el análisis de los grandes agregados tumorales leptomeníngeos. Nuestros resultados indican 

que estas metástasis leptomeníngeas focales no se localizan al azar, sino que, como ha sido descrito en 

las metástasis de tumores sólidos 24, aparecen preferentemente en zonas en las que la velocidad del LCR 

es reducida, como son la base del cerebro (cisterna magna) y las cisuras cerebrales. La cisterna lumbar, 

junto con la cisterna magna, representan las zonas de mayor acumulación de LCR, comportándose como 

lagunas en las que la velocidad del mismo está ralentizada. En este sentido, aunque no se presenta en 

este trabajo el estudio histológico de la metástasis de la LLA en la médula espinal, la parálisis observada 

de manera recurrente en los miembros inferiores de los ratones con LLA durante la progresión de la 
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enfermedad, sugiere la presencia de abundantes células leucémicas en esta región que comprimirían las 

raíces nerviosas que inervan estos músculos (resultados histológicos no mostrados).  

Estas zonas con una menor velocidad del LCR, facilitarían presumiblemente el anclaje y mantenimiento 

de agrupaciones de blastos leucémicos asentándose sobre la piamadre y utilizando las trabéculas 

aracnoideas como pilares estructurales. Se forman así estructuras complejas, vascularizadas, donde las 

células leucémicas se encuentran en un entramado de matriz extracelular, células fibroblásticas y 

macrófagos aracnoideos. Estas estructuras recuerdan a las descritas recientemente en estudios post-

mortem de pacientes con esclerosis múltiple progresiva. En este caso, se observan agregados 

leucocitarios en la superficie meníngea que como ha sido descrito, presentan características comunes a 

las de los agregados ectópicos organizados, conocidos como tejido linfoide terciario (TLTs). En ellos, las 

células fibroblásticas experimentan, como consecuencia de una infección, un daño tisular u otros 

estímulos inflamatorios, cambios fenotípicos y funcionales que facilitan el reclutamiento de células del 

sistema inmune 192-194. Del mismo modo, en el caso de la LLA, una vez producida la infiltración en el SNC, 

las células leptomeníngeas podrían responder a los estímulos inflamatorios presentes tanto en el LCR 

como en las propias leptomeninges (citoquinas y componentes de matriz) 195, modificando sus 

características y permitiendo así el establecimiento de agregados leucémicos como los descritos en el 

modelo xenogénico en este trabajo o los encontrados previamente en autopsias de pacientes de LLA. A 

diferencia de las células leucémicas aisladas o dispuestas en pequeños grupos localizadas en el espacio 

subaracnoideo, los blastos leucémicos presentes en estos agregados vascularizados pueden tener acceso 

a los nutrientes necesarios al tiempo que son protegidos de los efectos de los quimioterápicos. En este 

sentido, nuestros resultados muestran que las células presentes en estos agregados se encuentran 

mayoritariamente quiescentes, principalmente aquellas en contacto con la piamadre, lo que les 

proporcionaría un mecanismo de resistencia a los tratamientos convencionales. En correlación, estudios 

in vitro llevados a cabo por Aker et al., describen que el co-cultivo de líneas leucémicas pre-B con células 

leptomeníngeas protege a las primeras de la muerte inducida por fármacos quimioterápicos 25. Del mismo 

modo, resultados reportados recientemente por Kato et al indican que las células leucémicas que infiltran 

el SNC son más quiescentes que aquellas que se alojan en la médula ósea 20. Presumiblemente, las señales 

inductoras que llevan a los blastos leucémicos en contacto con las leptomeninges a este estado 

quiescente, podrían ser las mismas que mantienen la población, recientemente descrita en ratón, de 

progenitores neurogénicos en estas localizaciones en estadios perinatales 196.  

El papel de la microglía en el contexto de la metástasis del cáncer en SNC ha cobrado un especial interés 

en los últimos años. Dejando atrás la idea simplista de que la microglía se mantiene en un balance entre 

los estados pro- (M1) o anti- (M2) inflamatorio, recientes análisis de transcriptómica revelan un 

comportamiento complejo de la microglía que parece adquirir características propias en cada patología, 

incluyendo tumores primarios y metástasis cerebrales (Disease-Associated Microglia, DAM)197, 198. En el 

caso de los tumores que producen metástasis, principalmente leptomeníngeas, los datos existentes en 
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relación con el comportamiento de la microglía son muy escasos.  En el caso de la LLA, únicamente el 

reciente trabajo de Kinjyo et al. apunta la existencia de una respuesta microglial a la presencia de células 

leucémicas aunque la calidad del estudio histológico llevado a cabo en este trabajo hace difícil poder sacar 

alguna conclusión al respecto 199. Nuestro estudio histológico indica que en la corteza cerebral de los 

animales enfermos puede observarse, a diferencia de los animales control, una microglía activada de 

morfología ameboide. Esta microglía de carácter pro-inflamatorio, que ha sido descrita por aparecer en 

respuesta a un daño agudo o crónico del SNC 200, se observaba en zonas corticales, principalmente 

próximas a espacios perivasculares ocupados por células tumorales. La activación de estas células podría 

estar mediada, en el caso de la LLA, por las citoquinas inflamatorias (producidas por las células leucémicas, 

las células endoteliales, las células epiteliales del plexo…) y/o por productos resultantes del daño celular 

(Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs). La relevancia en el contexto de la LLA será comentada 

posteriormente. Por otra parte, las imágenes histológicas también ponen de manifiesto que 

inmediatamente por debajo de la piamadre, de manera puntual y coincidiendo fundamentalmente con 

algunas zonas en las que se encuentran los acúmulos leucémicos, pueden observarse células microgliales 

de morfología bipolar perfectamente alineadas. Este tipo de microglía bipolar o en bastón fue inicialmente 

descrita en el córtex cerebral de pacientes con daño cerebral difuso asociado a diferentes patologías 201. 

Estudios posteriores han demostrado que esta microglía tiene una elevada tasa proliferativa, capacidad 

fagocítica y produce niveles elevados de IL-10 y TGF-β 202. Además, para su alineamiento formando una 

estructura como la que se aprecia en nuestro estudio por debajo de la piamadre, se requiere de una 

superficie rica en laminina como la que se encuentra en esta localización 203. Esta microglía bipolar aparece 

de forma transitoria en estadios iniciales tras un daño tisular donde parece ejercer un papel 

neuroprotector 204, 205. Roth et al. analizando la respuesta inflamatoria tras un daño cerebral por 

compresión, indicaron que inicialmente tenía lugar la muerte de células meníngeas, e inmediatamente 

después las células de microglía próximas extiendían 2-3 procesos sobre la limitante glial comprometida 

formando una red protectora entre la que se disponen los somas de los astrocitos 206. En el contexto de 

la LLA, la acumulación de células leucémicas en determinadas localizaciones del espacio subaracnoideo 

podría provocar una situación de compresión similar y desencadenar del mismo modo, una respuesta 

protectora por parte de la microglia.  

Como en el caso de la microglia, los astrocitos también responden a la presencia de acúmulos de blastos 

leucémicos en las leptomeninges aumentando su número y su expresión de GFAP en las capas corticales 

externas más cercanas a los mismos. El papel de los astrocitos en metástasis leptomeníngeas no ha sido 

abordado hasta la fecha. En el caso de tumores como mama o pulmón que invaden el parénquima 

nervioso, los astrocitos a través de su producción de plasmina parecen representar una primera línea de 

defensa reduciendo el número de células metastásicas a través de mecanismos que incluyen la liberación 

de FasL de su membrana convirtiéndola en una señal de muerte para las células tumorales (que expresan 

Fas) 207. En la LLA, la menor expresión en los blastos leucémicos de la médula ósea del receptor de FasL, 
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CD95, se ha correlacionado con un peor pronóstico 208. Si esto puede estar relacionado, además de con 

una menor respuesta immune periférica frente al tumor, con la capacidad de los blastos de evadir la 

posible respuesta astrocitaria en el cerebro, no ha sido estudiado hasta el momento. En este sentido, si 

bien no conocemos la expresión de CD95 en los blastos leucémicos que alcanzan el parénquima nervioso, 

nuestros resultados muestran que las células leucémicas asentadas en el paréquima nervioso no 

presentan signos de muerte celular.  

En conjunto, nuestros resultados apuntan que tanto astrocitos como microglía responden a la presencia 

de la metástasis leptomeníngea de la LLA, contribuyendo presumiblemente a la respuesta inflamatoria 

que se detecta en el parénquima nervioso. Como se discutirá más adelante, esta respuesta inflamatoria 

puede ser responsable, al menos en parte, del daño tisular observado en el SNC de los animales enfermos 

y que, finalmente, provoca alteraciones funcionales. En cualquier caso, al igual que ha sido descrito para 

otros tumores, un estudio exhaustivo del papel de la microglía y astrocitos en el contexto de la LLA es 

necesario para conocer su repercusión en la progresión de la enfermedad en el SNC. 

Uno de los efectos más llamativos de la presencia de las células leucémicas en el SNC y que ha sido descrito 

por primera vez en el presente trabajo, es el incremento del número y tamaño de los vasos sanguíneos 

en el parénquima nervioso. Procesos angiogénicos similares a los observados en este trabajo han sido 

descritos en el contexto de otros tumores que afectan al SNC. En estos estudios se describió la aparición 

de nuevos vasos que presentan una organización aberrante y una permeabilidad alterada provocando un 

incremento de la presión intersticial, hipoxia, necrosis y edema en el parénquima nervioso 209.  

Diferentes trabajos apuntan a la relevancia de los procesos angiogénicos en el contexto de los tumores 

hematológicos. En este sentido ha sido descrito en la médula ósea de pacientes con diferentes tumores 

hematológicos, incluida la LLA, un incremento en el contenido de vasos sanguíneos respecto a la médula 

ósea de donantes sanos 26, 210. Este efecto ha sido asociado con un peor pronóstico y con recaídas tanto 

en nódulos linfomatosos como en el contexto leucémico 210, 211. El factor VEGFA, producido por las células 

leucémicas, podría ser uno de los principales responsables de los efectos angiogénicos observados tanto 

en la médula ósea, como los aquí apuntados en el parénquima nervioso. En este sentido, nuestros 

resultados muestran una correlación entre los mayores niveles de VEGFA, encontrados en las células que 

sobreexpresan BMP4, y un mayor desarrollo de la microvasculatura cerebral en los animales a los que se 

les infunden estas células, comparadas con los trasplantados con células Nalm6 control (ver más 

adelante).  

Junto al papel angiogénico descrito arriba, se han propuesto otros efectos de VEGFA producido por las 

células leucémicas que incluyen modulación de la integridad de las barreras vasculares, de la producción 

de citoquinas por éstas o efectos autocrinos en las células tumorales 212. Así, desde hace más de una 

década, los estudios tanto en modelos preclínicos como los datos obtenidos de diferentes cohortes de 

pacientes, ponen de manifiesto la relevancia de los niveles de VEGFA en el desarrollo y progresión de la 
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LLA 213, 214. En relación con la metástasis en cerebro, la expresión incrementada de VEGFA en las células 

leucémicas que infiltran el SNC ha sido relacionada con procesos adaptativos de las células leucémicas en 

respuesta a la hipoxia, en coherencia con el microambiente del SNC 20. Además, esa expresión 

incrementada parece favorecer la migración transendotelial facilitando, específicamente, la invasión por 

parte de los blastos leucémicos del espacio subaracnoideo. En este sentido, los resultados obtenidos en 

un modelo animal de LLA similar al utilizado en este trabajo indican que el tratamiento con Bevacizumab 

(que inhibe específicamente el VEGFA humano, pero no de ratón), reduce significativamente la infiltración 

meníngea afectando en menor medida la carga leucémica en médula ósea 20, 96. Junto con este papel en 

el desarrollo de la enfermedad, VEGFA ha sido recientemente implicado también en el desarrollo de 

quimiorresistencia a vincristina en LLA 215.  

En los últimos años las revisiones que abordan la infiltración leucémica en el SNC hacen hincapié no sólo 

en la necesidad de buscar terapias que limiten la entrada de los blastos leucémicos al cerebro (que parece 

una propiedad intrínseca a la leucemia), sino también en la importancia de conocer las localizaciones que 

actúan como santuarios dentro del mismo y que les permiten sobrevivir. Sin embargo, son muy escasos 

los trabajos que abordan este último aspecto. Los resultados mostrados en el presente trabajo inciden 

precisamente en esta cuestión. Si bien la mayor carga leucémica en el SNC se localiza en el espacio 

subaracnoideo en el modelo animal de LLA utilizado, las imágenes de inmunofluorescencia y el estudio 

por citometría de flujo permiten demostrar la existencia de cadenas de blastos leucémicos que avanzan a 

través de las capas del cortex cerebral, pequeños grupos de células leucémicas aislados en el parénquima 

nervioso alejados de la piamadre, blastos alojados en el nicho neurogénico así como blastos presentes en 

el estroma del plexo coroideo (este última localización será discutida en el apartado siguiente). La invasión 

del paréquima nervioso por blastos leucémicos fue descrita ya por Price et al. (1973) como un hecho que 

sucede en los estadios más avanzados de la enfermedad. Este hecho, en realidad, debe ser más frecuente 

de lo que aparece descrito en este trabajo ya que en el mismo se incluyen solo estudios histológicos con 

técnicas convencionales lo cual dificulta, y en muchos casos hace imposible, identificar pequeños grupos 

de células tumorales en el paréquima nervioso como los que se muestran en este trabajo (por ejemplo, 

entre las células de los granos en el cerebelo, Figura 13). Por otra parte, el hecho de que en los años 70, 

la esperanza de vida para estos pacientes fuera menor debido a la administración de tratamientos menos 

eficaces frente a la leucemia y, por tanto, al mantenimiento de una mayor carga tumoral, podría impedir 

que se alcanzasen estas fases más avanzadas de la enfermedad en las que tendría lugar la infiltración del 

parénquima por los blastos siendo, quizás en estos momentos, un evento más frecuente.  

Las células leucémicas presentes en el paréquima nervioso podrían alcanzar éste por diferentes rutas no 

excluyentes. En correlación con lo descrito previamente por Price et al. en autopsias de pacientes de LLA5, 

nuestros datos ponen de manifiesto que la BHE se mantiene esencialmente íntegra y, que las células 

leucémicas presentes en los espacios perivasculares alcanzan éstos acompañando básicamente a los 

vasos sanguíneos que penetran por los espacios de Virchow-Robin, y no como consecuencia de procesos 
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de transmigración a través de los endotelios capilares presentes en el paréquima. Por el contrario, tanto 

las imágenes de microscopía de fluorescencia como las de IRM-Gd ponen de manifiesto, de manera 

inequívoca, la rotura de la barrera glial-pial en los animales enfermos de LLA, coincidiendo principalmente 

con aquellas zonas en las que es más frecuente encontrar los acúmulos leucémicos meníngeos descritos 

anteriormente. Si bien no existen datos relacionados con los mecanismos responsables de la rotura de 

esta barrera en la LLA, se ha descrito que las metaloproteasas MMP2 y MMP9 tienen un papel esencial 

en la degradación de los compontes de la membrana glial-pial y su desorganización posterior, permitiendo 

la entrada de células metastásicas de tumores de mama y pulmón 216. Niveles incrementados de MMP9 

han sido descritos en el LCR de pacientes de LLA con infiltración leucémica en SNC 195 lo que podría sugerir 

que también en el caso de LLA esta proteasa podría estar implicada en la degradación de los componentes 

de la limitante glial-pial. Por otra parte, nuestros datos y los de otros 217 indican que las células leucémicas 

presentan una elevada expresión de ADAM10, una desintegrina-metaloproteinasa implicada en muchos 

procesos fisiológicos y patológicos, incluidos distintos tipos de cáncer. Precisamente, N-cadherina, una 

molécula que media en parte la adhesión entre las células leptomeníngeas (resultados no mostrados), se 

ha descrito entre los numerosos sustratos de esta proteasa 218, 219. Podría especularse que la acumulación 

de blastos leucémicos en los agregados leptomeníngeos descritos, permitiría alcanzar niveles suficientes 

de ADAM10 para comprometer las uniones entre las células leptomeníngeas permitiendo la apertura de 

espacios en la limitante glial-pial. 

Otro factor que podría ser decisivo en la rotura de la barrera glial-pial es el ambiente pro-inflamatorio, 

presente tanto en el suero sanguíneo como en el SNC de los animales, donde correlaciona directamente 

con el porcentaje de infiltración leucémica. Además, estudios previos en pacientes de LLA han puesto de 

manifiesto niveles significativamente más altos de IL-8, MCP-1, TNF-α y IL-6 al inicio de la enfermedad, y 

antes de recibir las terapias anti-tumorales, y revelan una fuerte asociación positiva entre la expresión de 

citoquinas y quimioquinas en el LCR y el desarrollo y recaída de la leucemia en SNC. Además, estudios in 

vitro sugieren que los sueros de los pacientes de LLA afectan la permeabilidad de BHE sin que hasta el 

momento se haya analizado su impacto sobre otras barreras cerebrales 28, 90, 91, 195. Como hemos señalado 

anteriormente, la contribución a la respuesta inflamatoria del compartimento meníngeo ha sido descrita 

en patologías autoinmunes y en procesos infecciosos 220, donde ha sido asociado con la rotura de la 

limitante glial-pial y con la invasión leucocitaria del parénquima subpial 193, 194.  

La introducción en los años 70 de la terapia dirigida al SNC junto a la quimioterapia sistémica, representó 

un punto de inflexión en el tratamiento de la LLA consiguiéndose reducir de manera muy notable la 

mortalidad en estos pacientes. Sin embargo, como ya hemos señalado en la introducción de este trabajo, 

aún hoy las recaídas en el SNC suponen entre 2-7% de los casos siendo ésta una de las principales causas 

de morbilidad y mortalidad por enfermedad en niños 6, 70, 71. La búsqueda de los nichos donde la LLA puede 

asentarse y sobrevivir a la quimioterapia es una cuestión clave en este contexto. Como en el caso de los 

pacientes, nuestros resultados indican que la terapia intratecal es capaz de reducir de manera significativa 
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la carga leucémica en el SNC, sin embargo, un bajo porcentaje de blastos todavía persiste. Las imágenes 

de fluorescencia ponen de manifiesto que los acúmulos de células leucémicas alojados entre las neuronas 

corticales sobreviven a la quimioterapia a pesar de que grupos de somas neuronales cercanos sean 

positivos para marcadores de muerte celular. Por lo tanto, nuestros resultados muestran por primera vez 

que las células leucémicas que consiguen alcanzar el parénquima nervioso son resistentes a la 

quimioterapia convencional, sugiriendo que éstas pueden ser responsables de las recaídas posteriores en 

SNC.  

Nuestro estudio pone de manifiesto también la presencia de células leucémicas en otras localizaciones 

estratégicas del parénquima nervioso como es la SVZ. Los blastos leucémicos podrían alcanzar esta zona 

atravesando el cortex cerebral desde la piamadre hasta el nicho neurogénico o utilizando rutas 

preexistentes utilizadas por progenitores neurales. En este sentido, recientemente Bifari et al., utilizando 

diferentes estrategias experimentales, han demostrado que progenitores neurales presentes en las 

meninges migran a través de la tela coroidea hasta alojarse en la pared del ventrículo lateral para 

posteriormente generar neuronas que se integran en circuitos corticales 196. Los blastos leucémicos 

podrían seguir esta misma ruta moviéndose a través de estas proyecciones meníngeas hasta alcanzar la 

SVZ. Como indican nuestros resultados, una vez aquí podrían utilizar la ruta migratoria rostral hasta 

alcanzar el bulbo olfatorio donde también detectamos pequeños grupos de blastos leucémicos. En este 

sentido, las células leucémicas secuestrarían mecanismos neurales para asentarse en diferentes 

localizaciones del parénquima nervioso al igual que ha sido propuesto recientemente para su entrada 

desde la duramadre hasta el espacio subaracnoideo 14.  

En 2015, Heidari et al. hipotetizaron que el microambiente presente en los nichos neurogénicos podría 

constituir un santuario para las células stem leucémicas ya que compartía algunas características comunes 

con los nichos de células stem hematopoyéticas 29. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento este es el 

primer trabajo que demuestra la presencia de blastos leucémicos en el nicho neurogénico de la SVZ. 

Recientemente, el grupo de la Dra Fariñas publicó la técnica que permitía aislar, disgregar y estudiar por 

citometría de flujo las poblaciones celulares de la SVZ 182. En colaboración con su grupo, y utilizando esta 

misma estrategia experimental, hemos sido capaces de demostrar que la SVZ representa un lugar de 

asentamiento para blastos leucémicos. Futuros experimentos son necesarios para abordar si esta zona 

pudiera representar realmente un santuario para las células leucémicas donde, tanto los factores que 

controlan la diferenciación de las NSCs (entre ellos BMP4 como se discutirá más adelante) como otros 

factores producidos como consecuencia de la infiltración, podrían favorecer la supervivencia de las células 

leucémicas. Entre estos últimos, nuestros datos apuntan un incremento significativo de CXCL10, molécula 

que ha sido descrita por tener un papel quimiotáctico e inductor de quimiorresistencia en LLA 81. 

Si bien en los dos últimos años, los datos publicados en relación al impacto de la generación de nuevas 

neuronas en la SVZ y SGZ en los individuos adultos son controvertidos 135, 136, su relevancia en el desarrollo 
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del tejido nervioso en los primeros años de vida es incuestionable. Dado que los pacientes a los que afecta 

la LLA son de corta edad, la relevancia del impacto que la presencia de los blastos leucémicos tenga en los 

procesos de neurogénesis es innegable. En este sentido, la presencia de las células leucémicas provoca un 

bloqueo de la diferenciación de las NSCs que es, además, proporcional al porcentaje de infiltración en la 

zona. Los mecanismos responsables de esta inhibición podrían estar relacionados con la fuerte respuesta 

inflamatoria producida en el propio nicho como consecuencia de la infiltración. En este sentido, se ha 

atribuido la capacidad para afectar la neurogénesis adulta y embrionaria a altos niveles de TNF-α, 

asociándose sus efectos al bloqueo de la proliferación de las NSCs 221-226.  

La infiltración leucémica en el SNC provoca, junto con la anteriormente discutida alteración de la 

neurogénesis, importantes daños histológicos que tienen un correlato funcional como indican los test 

comportamentales realizados. Además, en ausencia de infiltrado leucémico directo, también se observan 

cambios histopatológicos que incluyen gliosis reactiva, degeneración del tejido neural y necrosis neural 

como habían descrito previamente otros autores tanto en modelos animales como en autopsias de 

pacientes de LLA 5, 75, 76.   

A tenor de todo lo anterior, la infiltración leucémica en el SNC tanto a través del proceso inflamatorio que 

desencadena como de la alteración de la neurogénesis, podría contribuir al desarrollo de los problemas 

neurocognitivos descritos en pacientes supervivientes de LLA y atribuidos hasta el momento 

exclusivamente a los efectos secundarios de la quimioterapia. Los déficits cognitivos descritos incluyen un 

detrimento significativo y persistente de la inteligencia, una reducida velocidad de procesamiento, de la 

memoria de trabajo, de la memoria verbal y visual, de la función ejecutiva y de la atención. Este deterioro 

neurocognitivo, observado en los supervivientes, está relacionado con una alteración de la integridad 

neuroanatómica, una reducción en el volumen cerebral e hiperactivación de la red de atención 

frontoparietal30, 31, 71, 73, 227.  
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El plexo coroideo, responsable de la formación del LCR, se encuentra localizado en los ventrículos 

cerebrales y representa una de las barreras celulares fundamentales entre la sangre y el LCR. Está 

constituido por una capa de células epiteliales que abrazan un estroma conjuntivo con abundantes 

capilares fenestrados. En contraste con los capilares presentes en el parénquima cerebral, el endotelio de 

los capilares del plexo coroideo carece de uniones estrechas y glia astrocítica limitante siendo por tanto 

más permisivo al paso de moléculas o células a través tanto de sus fenestraciones, como a través de la vía 

paracelular. Son entonces, las uniones estrechas situadas entre las células epiteliales del plexo coroideo, 

las que constituyen la verdadera barrera sangre-LCR a este nivel.  

Diferentes trabajos apuntan a la vasculatura del plexo coroideo como el punto de entrada de células del 

sistema inmune, tanto en condiciones normales como patológicas, así como de metástasis hematógenas 

de tumores sólidos que alcanzan la meninge 228, 229. Las características histológicas y la relevancia 

demostrada de esta vía de entrada para los leucocitos, ha llevado a algunos autores a sugerir la BSLCR 

como un punto de entrada clave para la diseminación leptomeníngea en la LLA pediátrica 17. Hasta el 

momento, los trabajos dirigidos a demostrar la implicación de esta ruta de entrada en la LLA incluyen, 

fundamentalmente, aproximaciones in vitro que demuestran la migración transcelular y paracelular de 

células de líneas leucémicas T y B  a través de una monocapa de células epiteliales del plexo coroideo 230, 

231. En el caso de los modelos xenogénicos de LLA, sin embargo, el reciente trabajo de Yao et al. 14 sugiere 

que esta vía de entrada sería minoritaria ya que en sus estudios histológicos sólo encuentran de manera 

ocasional células de la línea Nalm6 en los vasos del plexo coroideo.  

Los resultados derivados de nuestro estudio en el modelo xenogénico de LLA utilizando, a diferencia del 

trabajo publicado por Yao et al., muestras primarias de pacientes, indican la presencia de células 

leucémicas tanto en la luz del ventrículo, donde en muchos casos aparecen fuertemente asociadas a la 

cara apical del epitelio del plexo coroideo, como en el estroma del mismo, donde las imágenes de 

inmunofluorescencia ponen de manifiesto, por primera vez, la presencia de acúmulos de células 

leucémicas CD19+ dispuestas en el eje conjuntivo. El estudio por microscopía electrónica no sólo 

corrobora la presencia de blastos en el estroma conjuntivo, también demuestra, en un modelo in vivo, el 

paso de células leucémicas desde el torrente sanguíneo al estroma conjuntivo en el contexto de la LLA. La 

migración desde el torrente sanguíneo estaría facilitada no sólo por las características intrínsecas que 

tienen estos endotelios frente a los de los capilares continuos, sino también por las modificaciones que 

inducen en ellos la presencia de las células leucémicas. En este sentido, nuestros resultados indican que 

la leucemia, de forma similar a lo que ocurre en las primeras etapas de la migración de los leucocitos a 

través de lechos vasculares, induce un incremento en la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 

y VCAM-1 en las células endoteliales del plexo coroideo, lo que facilitaría así su adhesión a las mismas. 

Este efecto podría estar mediado por el incremento de citoquinas inflamatorias observado también en los 

co-cultivos. Además, la reducción de la expresión de los componentes de las uniones adherens (VE-

Cadherina) en las células endoteliales junto con la mayor expresión de las metaloproteasas apoya también 
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dicha migración. Resultados similares se han descrito en el endotelio del plexo coroideo de pacientes con 

esclerosis múltiple en donde se observa un incremento de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 

en correlación con números incrementados de células T y células plasmáticas en el estroma del mismo 9, 

32. Alternativamente, las células leucémicas podrían alcanzar el estroma conjuntivo del plexo migrando 

desde la aracnoides por la tela coroidea directamente 75. 

Una vez alcanzado el estroma del plexo coroideo, las células leucémicas podrían tener dos destinos no 

excluyentes: permanecer en dicho estroma o migrar a través del epitelio del plexo coroideo hacia el LCR, 

lo que convierte entonces a la BSLCR en un punto de entrada para la diseminación leptomeníngea de la 

leucemia. Como ha sido descrito previamente por otros autores 230, resultados no mostrados de nuestro 

laboratorio ponen de manifiesto la capacidad de las células leucémicas para migrar in vitro a través de 

una monocapa de células epiteliales de plexo coroideo humano, principalmente en respuesta a estímulos 

inflamatorios (resultados no mostrados). Sin embargo, en las imágenes tanto de inmunofluorescencia 

como de microscopía electrónica del plexo coroideo de los animales con infiltración, sólo 

excepcionalmente encontramos células leucémicas en tránsito desde la cara basal a la cara apical del 

epitelio del plexo, sugiriendo entonces que esta ruta de diseminación leptomeníngea sería minoritaria en 

la LLA como han apuntado recientemente Yao et al. 14. En esta misma línea, nuestros resultados no 

mostrados también indican que las células leucémicas no producen niveles detectables de C3. En el caso 

de las metástasis leptomeníngeas de mama o pulmón, la unión de C3 a su receptor en la cara basal y apical 

de las células epiteliales del plexo ha sido considerada relevante por alterar su función barrera 

permitiendo el paso de células y moléculas a su través229. 

Teniendo entonces en cuenta estas consideraciones, la mayor parte de las células leucémicas que 

consiguen alcanzar el estroma del plexo coroideo permanecerían en el mismo. Como hemos señalado 

anteriormente, diferentes modelos experimentales, incluido el de animales quiméricos en los que el 

sistema inmune del receptor es reconstituido tras irradiación con células de la médula ósea del donante, 

han permitido identificar el estroma del plexo coroideo, principalmente la zona de anclaje del mismo, 

como un compartimento que recibe y mantiene células del sistema inmune y, lo que es más relevante en 

el contexto de este trabajo, células estromales CXCL12+ procedentes de la médula ósea 33, 232. Por lo tanto, 

todos estos datos apuntan la capacidad de este compartimento para servir como nicho de progenitores 

hematopoyéticos, lo que además estaría apoyado por su capacidad para albergar progenitores mieloides 

en diferentes especies animales 34, 233. En el caso del hombre, los estudios histológicos, incluidos los 

presentados en este trabajo, apuntan la presencia transitoria de islotes celulares que recuerdan a los 

islotes de hemangioblastos, presentes en el esbozo mesenquimal del plexo coroideo de embriones de 5-

8 semanas de desarrollo embrionario 185.  

A pesar de todos los datos anteriores, hasta nuestro conocimiento, no existe en la literatura ningún 

trabajo que aborde el estudio del estroma del plexo coroideo y sus componentes como un asentamiento 
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para las células leucémicas en el SNC y su posible relevancia en el desarrollo de la resistencia de estas 

células a los tratamientos quimioterápicos y en las recaídas en la enfermedad.  

Los fibroblastos se han descrito como componentes celulares clave en el microambiente asociado a 

tumores sólidos donde se conocen con el nombre de cancer-associated fibroblasts (CAFs) y, su presencia 

se ha correlacionado con un alto grado de malignidad de los mismos 234. En el caso de los tumores 

hematológicos, el equivalente de los CAFs serían las células estromales mesenquimáticas y fibroblásticas 

presentes en la médula ósea que, como en el caso de los fibroblastos, facilitarían la supervivencia de las 

células leucémicas, en este caso, en el compartimento hematopoyético. Las escasas comparaciones que 

se han hecho entre las MSCs asociadas a leucemia y los clásicos CAFs asociados a tumores sólidos, han 

demostrado que ambos tipos celulares comparten muchas características fenotípicas y funcionales 

(revisado en 235). A tenor de lo anterior, se podría postular que una vez que las células leucémicas alcanzan 

el estroma fibroblástico del plexo coroideo podrían ser capaces de modificar el microambiente de forma 

similar a como lo hacen en la médula ósea, induciendo en los fibroblastos cambios dirigidos a favorecer 

su supervivencia.  

Ha sido descrito que cuando las células tumorales metastatizan en otro órgano, reclutan fibroblastos 

normales a la masa tumoral induciendo su trasformación a través de la secreción de diferentes factores 

solubles como TGF-β, EGF, PDGF, FGF y CXCL12, a través de exosomas y/o a través de contactos celulares 

mediados por moléculas de adhesión 236, 237. En este sentido, nuestros resultados indican que las células 

leucémicas incrementan los niveles de expresión de TGF-β en presencia de los fibroblastos del plexo 

coroideo y ponen de manifiesto el estrecho contacto que se establece entre ambos tipos celulares. Dicho 

contacto provoca un drástico incremento en la expresión de VCAM-1 e ICAM-1 en las células estromáticas 

en correlación con el aumento de sus receptores tipo integrina (VLA-4 y LFA-1) en las células tumorales. 

Además, la disposición que presentan in vitro las células leucémicas por debajo del lecho fibroblástico 

recuerda a los cultivos de médula ósea de Whitlock/Witte que soportan la diferenciación B 186 y, lo que es 

más interesante, la supervivencia de las células leucémicas.  Sin embargo, a diferencia de lo publicado en 

tumores sólidos, donde los cambios en la producción de componentes de matriz extracelular se han 

descrito claves para el papel de los CAFs en la diseminación de las células tumorales, la asociación de las 

células leucémicas a los fibroblastos del plexo coroideo no produjo cambios en la expresión génica de 

ninguna de las proteínas analizadas.  

La activación de los fibroblastos en el contexto tumoral está acompañada de la adquisición de marcadores 

específicos, así como de la producción incrementada de una batería de factores encaminados a inducir la 

supervivencia de las células tumorales. Si bien el conjunto de cambios que experimenta el “fibroblasto 

instruido” es dependiente del tipo de tumor, existen algunas características más comunes entre ellos 238. 

Como en el caso de los tumores sólidos, el perfil fenotípico y secretor de los fibroblastos del plexo 

coroideo se modifica drásticamente en presencia de las células leucémicas, adquiriendo características 
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comunes a las descritas para los CAFs 35. En este sentido, marcadores tales como los componentes 

citoesqueléticos, α-SMA o vimentina, o el receptor PDGFRβ, son regulados positivamente en los 

fibroblastos del plexo coroideo tras el contacto con las células leucémicas.  Del mismo modo, la secreción 

de factores tales como VEGFA, implicado en la remodelación de la vasculatura en tumores sólidos, 

también se ve incrementada tras el co-cultivo. Por otra parte, la generación de un microambiente pro-

fibrótico y pro-inflamatorio se ha descrito clave en las funciones pro-tumorogénicas de los CAFs. En este 

sentido, el aumento de la secreción de quimioquinas y citoquinas tales como IL-8, IL-6 y CCL2 

experimentado por los fibroblastos del plexo coroideo, apoyan también su transformación hacia un 

fenotipo pro-inflamatorio como consecuencia de la presencia de las células leucémicas. Un perfil 

inflamatorio similar ha sido descrito en las MSC derivadas de la médula ósea de pacientes de LLA 36, 239, 240. 

Uno de los resultados más importantes alcanzados en el presente trabajo es la demostración de la 

capacidad de los fibroblastos del plexo coroideo para inducir, tanto en líneas celulares leucémicas como 

en muestras primarias de pacientes, quimiorresistencia a fármacos utilizados convencionalmente en la 

terapia intratecal, como son metotrexato y citarabina. Varios son los mecanismos, no excluyentes, que 

podrían mediar esta protección haciendo del estroma del plexo coroideo un santuario para promover la 

supervivencia de las células leucémicas y favorecer las recaídas. Por una parte, factores solubles como IL-

6 e IL-8, incrementados significativamente en nuestros cultivos, han sido recientemente descritos como 

responsables de la quimiorresistencia inducida por CAFs en células tumorales de mama 241 . Sin embargo, 

estudios realizados en el contexto de la LLA sugieren, al igual que indican los datos aquí presentados, que 

estas citoquinas no tendrían un papel directo sobre las células leucémicas ya que no modifican la 

proliferación, supervivencia o migración de las mismas sino que modifican el microambiente de la médula 

ósea desplazando la hematopoyesis normal (alterando el eje CXCR4/CXCL12) y presumiblemente, 

favoreciendo la progresión de la leucemia 242, entre otros, a través de la inducción de moléculas de 

adhesión, incluida VCAM-1, en las células del microambiente hematopoyético 37. En este sentido, los 

contactos célula-célula parecen determinantes en la protección de las células leucémicas por el 

componente estromal de la médula ósea en el contexto de los tumores hematológicos. La interacción 

entre VLA-4 expresado por la leucemia y VCAM-1 expresado en las MSCs de la médula ósea, ha sido 

implicada en el mantenimiento de la enfermedad mínima residual en LMA y en la quimiorresistencia 

inducida en estas células de LMA adherentes al estroma 243. Además, trabajos publicados en el contexto 

de la LLA por dos grupos diferentes apuntan la relevancia de los contactos entre células estromales de la 

médula ósea y células leucémicas a través de la interacción VLA-4-VCAM-1 en la inducción de 

quimiorresistencia37, 244. Como en el caso de la médula ósea, los contactos celulares que se establecen 

entre los fibroblastos del plexo coroideo y las células leucémicas parecen ser determinantes en el 

establecimiento de un nicho protector para estas últimas. Dicho contacto provoca una drástica reducción 

en la tasa proliferativa de las células leucémicas, específicamente de aquellas que se encuentran 

fuertemente adheridas a los fibroblastos. Cabe destacar que son estas mismas células leucémicas las que 
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presentan características morfológicas más invasivas, siendo frecuentes en ellas las proyecciones tipo 

invadopodio. Al igual que en la médula ósea, el bloqueo de la vía de señalización VLA-4 en células 

leucémicas también revierte parcialmente la quimiorresistencia inducida por los fibroblastos del plexo 

coroideo. Por otra parte, otra de las vías de señalización implicadas en la resistencia exhibida por las 

células leucémicas a los quimioterápicos es la vía de Notch y, aunque se ha descrito su relevancia clínica 

principalmente en el caso de las leucemias T, recientemente Kamga et al.38 ha demostrado un papel 

similar para esta vía en el contexto de las leucemias tipo B. Según estos autores, la inhibición de la vía de 

señalización Notch en un modelo xenogénico no bloquea la expansión de las células leucémicas. Sin 

embargo, cuando los animales eran tratados conjuntamente con Ara-C e inhibidores de la vía Notch, la 

drástica reducción en el número de células leucémicas iba acompañada de un significativo incremento en 

la supervivencia de los animales, indicando que la señalización Notch era responsable de la inducción de 

quimiorresistencia. Resultados previos de nuestro grupo indican que las MSCs de médula ósea de 

pacientes de LLA expresan niveles elevados de JAGGED-1 en comparación con las MSCs de donantes 

control 36. De forma similar, en el caso del plexo coroideo, la expresión de JAGGED-1 aparece fuertemente 

incrementada en los fibroblastos tras el contacto con las células leucémicas, observándose en paralelo en 

estas últimas un aumento de la expresión de ADAM10, proteasa fundamental en la activación de la vía 

Notch. Nuestros datos indican, por tanto, que la activación de la vía Notch tras el contacto fibroblasto-

célula leucémica es responsable, en parte, de la resistencia exhibida por estas últimas a las drogas 

quimioterápicas, pues el bloqueo de la misma mediante la adición del inhibidor de la γ-secretasa revierte, 

aunque no por completo, el efecto protector observado.  

Es también reseñable otra de las características que adquieren las células leucémicas que se adhieren 

fuertemente a los fibroblastos del plexo, como es la reducción de los niveles de expresión en membrana 

de la molécula CD19, observándose tanto en las imágenes de microscopia de fluorescencia como en los 

estudios de citometría de flujo. Esta reducción sugiere que el porcentaje de animales con infiltración 

leucémica del estroma del plexo coroideo podría ser superior al estimado en nuestro estudio. Por otra 

parte, CD19 es la molécula diana de los nuevos tratamientos inmunoterapéuticos para pacientes de LLA 

basados en células T con receptor de antígeno quimérico (CAR-T), una reducción en la expresión de la 

misma dificultaría el reconocimiento de la célula leucémica y, por lo tanto, favorecería la evasión de los 

efectos de la inmunoterapia245.   

Todos estos resultados apoyan que el estroma del plexo coroideo representaría un santuario para las 

células leucémicas que, si bien parecen alcanzar el mismo por la mayor permisividad vascular más que 

por señales específicas que las atraigan a la zona, una vez localizadas en este microambiente serían 

capaces de modificarlo. Estos cambios inducirían una reducción en la tasa proliferativa de las células 

leucémicas, lo que favorecería su quimiorresistencia a los fármacos convencionales utilizados en el 

tratamiento intratecal, y una disminución de los niveles de expresión de la molécula CD19, lo que 

presumiblemente podría dificultar además la acción de los nuevos tratamientos dirigidos contra la 
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leucemia, como son las células CAR-T. El estroma del plexo coroideo estaría entonces implicado en la 

protección de las células leucémicas dentro del SNC donde se harían refractarias a los tratamientos, 

pudiendo ser responsables de las recaídas posteriores.  Esto implicaría que, como en el caso de los 

tumores sólidos, el estroma fibroblástico también podría ser una diana terapéutica importante en la LLA.  
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Como se ha señalado en apartados anteriores de este trabajo, en los últimos años, se ha puesto de 

manifiesto la relevancia que la vía de señalización BMP tiene en una amplia variedad de procesos 

tumorales. Así, se han descrito efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales asociados con 

alteraciones en la expresión de los distintos componentes de la vía de señalización BMP 246. La mayor 

parte de los trabajos en esta línea proceden del estudio de tumores sólidos y, aunque están emergiendo 

estudios en distintas neoplasias hematológicas 156, todavía el estado de los componentes de la vía de 

señalización BMP en la LLA ha sido escasamente estudiado 36, 170.  En este contexto, datos preliminares de 

nuestro grupo a partir del análisis de una cohorte relativamente pequeña de pacientes sugerían que una 

elevada producción del ligando BMP4 y/o la inhibición de la vía de señalización canónica de BMP4 en 

blastos leucémicos podrían ser un factor de mal pronóstico en los niños con esta enfermedad 247.  

La vía de señalización BMP ha sido descrita como una de las vías clave en la expansión de los progenitores 

hematopoyéticos en la médula ósea siendo una de las responsables del mantenimiento del tamaño del 

nicho142. En este contexto, Goldman et al. demostraron en un modelo de ratón deficiente en BMP4 que 

niveles reducidos de expresión del ligando asociados a los componentes del nicho hematopoyético 

causaba una hematopoyesis deficiente, concluyendo que BMP4 es factor clave en el microambiente 

hematopoyético regulando número y función de las células stem hematopoyéticas 133. Dada la 

importancia de la estricta regulación de la vía de señalización BMP en el microambiente medular, no es 

sorprendente que alteraciones en la misma sean relevantes en el desarrollo y/o progresión de tumores 

hematológicos como la LLA. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la producción de BMP4 

por parte de las MSCs de médula ósea está alterada en los pacientes de LLA 170.  

Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto el papel de BMP4 en el establecimiento y 

mantenimiento de la LLA en un modelo xenogénico basado en el trasplante de muestras primarias en 

ratones NSG. Éstos indican que las muestras leucémicas que exhiben una elevada expresión de BMP4 

presentan claramente una mayor capacidad de injerto que aquellas con niveles bajos, apuntando al 

morfógeno como responsable de dicho efecto. En este sentido, Khurana et al. han descrito previamente 

la capacidad de BMP4 para inducir y mantener la expresión de la integrina VLA-4 en los progenitores 

hematopoyéticos, siendo éste el mecanismo responsable del homing y movilización de estos141. Además, 

el análisis de expresión de los blastos leucémicos en distintos órganos diana (médula ósea, bazo y cerebro) 

indican que los mayores niveles de expresión de BMP4, al igual que ocurre en las poblaciones 

hematopoyéticas de médula ósea sana 248, son exhibidos por las células leucémicas con un fenotipo más 

inmaduro y por ello, presumiblemente más agresivo.  

Por otra parte, los experimentos de trasplante con células leucémicas que sobreexpresan BMP4 ponen de 

manifiesto que, incluso a pesar de los números reducidos de células leucémicas recuperados en estos 

animales, presentan una aparición de la sintomatología exacerbada y prematura. Una de las funciones 

atribuidas a las proteínas BMP es la regulación de la proliferación y diferenciación de las poblaciones 
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medulares. De hecho, concentraciones elevadas del morfógeno inhiben la proliferación y la diferenciación 

de los progenitores de linfocitos B 249, 250.  

Existen numerosos trabajos en la literatura que han puesto de manifiesto la asociación de niveles elevados 

de BMP4 con diferentes tipos de tumores 22, 150, 251. Sin embargo, mientras que en algunos casos estos 

niveles se han asociado con un mal pronóstico, como ocurre en algunos tipos de cáncer de pulmón en los 

que las células tumorales expresan niveles incrementados de BMP4 252, en el cáncer de vejiga, en los que 

se asocian con la progresión del tumor 253 o en carcinomas hepatocelulares en los que se relaciona con 

procesos metastásicos 254, en otros casos, como en el del glioma, los niveles incrementados del ligando 

son indicadores de buen pronóstico 255. Estos resultados, aparentemente contradictorios, pueden ser 

debidos a que BMP4 podría tener un efecto diferente en función del tipo de tumor, del momento de la 

enfermedad, de las células diana, o incluso de la forma de presentación del morfógeno, unido o no a 

determinados componentes de matriz extracelular 150, 256. Así, por ejemplo, en el caso del tumor de vejiga 

ha sido descrito que BMP4 tendría un efecto sobre el sistema inmune del paciente induciendo la 

inmunosupresión del mismo y haciendo refractarias a las células tumorales frente a los estímulos de 

diferenciación 253. En contraposición, en el caso del glioblastoma, las células tumorales capaces de 

responder a BMP4 se diferencian haciéndose más sensibles a los tratamientos quimioterápicos 257. 

Teniendo en cuenta estos datos, los efectos observados en este trabajo que demuestran que la elevada 

expresión de BMP4 por las células leucémicas conducen a una aparición precoz de la sintomatología 

clínica en animales que, sin embargo, presentan una menor carga tumoral en los órganos diana (médula 

ósea y bazo) pueden deberse, de manera no excluyente, al efecto de esta molécula sobre las propias 

células tumorales y/o sobre otros tipos celulares del organismo. 

En cuanto a los efectos de BMP4 en las propias células leucémicas tipo B, en correlación con lo observado 

previamente por otros autores en algunas líneas leucémicas (LLA-T, LMC y LMA) así como en células 

tumorales de mama 258, 259, nuestros datos indican que altos niveles de BMP4 inducen una reducción de 

su tasa proliferativa que, en consecuencia, se incrementa cuando estas células se cultivan en presencia 

de un anticuerpo bloqueante para BMP4. Estos cambios en la proliferación celular inducen, por tanto, un 

estado de latencia en el que los blastos leucémicos son menos sensibles a los efectos quimioterápicos. 

Resultados similares se han descrito en leucemias mieloides (LMA y LMC), en las que se ha demostrado la 

implicación del morfógeno en la quimiorresistencia de estas células mediante la activación de procesos 

autofágicos y la inhibición de la apoptosis 39. Además, nuestros resultados muestran otras propiedades 

modificadas como consecuencia de los altos niveles de BMP4 que favorecerían el desarrollo de la 

enfermedad. En este sentido, células Nalm6-BMP4 muestran una mayor capacidad de migración en los 

ensayos in vitro, en línea con los mayores niveles de expresión de las moléculas de adhesión VLA-4 y LFA-

1, así como de la metaloproteasa ADAM10, exhibidos por las células Nalm6-BMP4 recuperadas del 

modelo in vivo. La integrina VLA-4 tiene un papel importante en la migración de las células tumorales, y 
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la interacción con sus ligandos es fundamental en la supervivencia de estas células y en el desarrollo de 

quimiorresistencia en tumores hematológicos 37, como han descrito otros autores y se ha demostrado en 

este trabajo. Además, la mayor expresión de VLA-4 se ha asociado previamente con un peor pronóstico 

en los pacientes pediátricos con LLA 40 y de hecho, en las muestras de pacientes analizadas en este trabajo, 

la expresión de la integrina al diagnóstico es significativamente superior en los pacientes que 

posteriormente recaen. Acompañando a la regulación positiva de VLA-4 se observa un incremento en la 

expresión de LFA-1 en las células Nalm6-BMP4, otra integrina que podría mediar la supervivencia de las 

células tumorales como ya se ha descrito en la LLC 260  y la invasión al SNC13. Por otra parte, mayores 

niveles de expresión la metaloproteasa ADAM10 se han asociado con procesos de migración e invasión 

tumoral y, por tanto, con un mal pronóstico en otros tumores 41, 261, 262. Además, en el análisis proteómico 

comparativo de líneas de LLA-B con diferentes capacidades invasivas llevado a cabo por Holland et al., 

ADAM10 es una de las proteínas que exhiben mayores niveles en las líneas más invasivas y con capacidad 

para infiltrar el SNC 13.  A tenor de estos resultados, se podría concluir que los efectos autocrinos de BMP4 

inducen un fenotipo más agresivo en las células leucémicas.  

Como ya se ha comentado en el apartado primero de la discusión, la respuesta inflamatoria juega un papel 

importante en el desarrollo y la progresión de muchos tumores, incluidos  distintos tipos de cáncer 

infantil88. En el caso de los pacientes con LLA, éstos exhiben niveles séricos elevados de citoquinas y 

quimioquinas pro-inflamatorias como IL-8, CCL2, TNF- e IL-6 en el momento del diagnóstico, 

confirmando su estado inflamatorio antes del inicio del tratamiento. BMP4 ha sido descrito como un 

inductor de procesos inflamatorios en distintos sistemas, habiéndose encontrado su participación en 

diferentes patologías como la artritis reumatoide, la osteoartritis, la esclerosis múltiple, neuropatías y 

enfermedades asociadas con el sistema vascular 42, 43, 263. Así, esta proteína, al igual que otros ligandos 

BMP, induce una respuesta inflamatoria que provoca alteraciones en los epitelios, entre ellos el endotelio 

vascular, alterando la función barrera, promoviendo la extravasación de leucocitos y contribuyendo a la 

patogenia de enfermedades inflamatorias43, 264. Por otra parte, la administración exógena de BMP como 

factor osteoinductor en pacientes con fracturas óseas ha permitido describir los efectos inflamatorios 

derivados del aumento de los ligandos BMP, entre los que se encuentran inflamación a nivel de la columna 

vertebral, formación de seromas con elevadas cantidades de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-8 y TNFα) o 

la aparición de radiculitis con inflamación y compresión de las raíces de los nervios espinales 265. Además, 

se ha descrito una activación de osteoclastos y osteolisis en estos pacientes como consecuencia de los 

niveles incrementados de citoquinas inflamatorias266. 

En este sentido, como se ha comentado anteriormente, los animales que desarrollan la enfermedad 

recrean la respuesta inflamatoria descrita en los pacientes, detectándose un incremento de IL-6, TNFα y 

CCL2 en el suero sanguíneo. Los mayores niveles de IL-6 encontrados en los animales infundidos con las 

células Nalm6-BMP4, pueden ser el reflejo de la mayor respuesta inflamatoria inducida por los altos 

niveles de BMP4. La IL-6 es un factor fuertemente asociado a la progresión de tumores, tanto sólidos 
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como hematológicos, correlacionándose en estos últimos con un mal pronóstico de la enfermedad 267-269 

. Por tanto, la inflamación inducida por BMP4 a nivel sistémico mediada por IL-6 podría contribuir al 

agravamiento de los síntomas clínicos observados. La compresión de la médula espinal como 

consecuencia de la infiltración leucémica, de forma similar a lo descrito en algunos pacientes pediátricos 

de LLA 270, estaría acentuada por la respuesta inflamatoria exacerbada mediada por elevados niveles de 

BMP4 conduciendo a la afectación de las raíces nerviosas y favoreciendo la aparición de la sintomatología 

neurológica, principalmente paraplejia, mostradas por estos animales, comprometiendo su 

supervivencia.  

Como se ha indicado previamente, BMP4 está directamente relacionado con la inducción de un fenotipo 

endotelial inflamatorio. En este sentido, diferentes trabajos apuntan a que los endotelios que producen 

altos niveles de BMP4 presentan un incremento en la expresión de las moléculas de adhesión así como 

una reducción en las uniones adherentes intercelulares mediadas por la producción de citoquinas 

inflamatorias, fundamentalmente TNFα, IL-6 o IL-8 44, 188, 271. En el contexto de la LLA, el análisis del plasma 

sanguíneo de los pacientes al diagnóstico ha puesto de manifiesto no sólo un incremento de la presencia 

de factores pro-inflamatorios, sino también de marcadores de activación endotelial (P-selectina, VCAM1, 

ICAM1) que reflejan las alteraciones que experimenta el endotelio vascular en estos pacientes 91. Nuestros 

estudios in vitro con células endoteliales de la vasculatura cerebral evidencian que tanto la presencia de 

las células leucémicas como el aumento de los niveles de BMP4 conducen a modificaciones fenotípicas en 

estas células. Las células tumorales inducen una mayor expresión de VCAM1 en las células endoteliales, 

que se incrementa en presencia de BMP4. Este factor, en paralelo, reduce los niveles de VE-cadherina 

implicada en el mantenimiento de las uniones célula-célula de los endotelios. Además, datos no 

publicados del grupo indican que las células Nalm6-BMP4, en contacto con el endotelio, inducen la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias. En conjunto, estos datos sugieren que la mayor producción 

de BMP4 por las células leucémica es, al menos en parte, responsable del incremento de la inflamación 

observada en estos animales e induce cambios en el sistema vascular que podrían dar lugar a la pérdida 

de la función barrera del endotelio favoreciendo la extravasación y metástasis de las células tumorales. 

A pesar de lo descrito anteriormente, el bloqueo de la señalización canónica de BMP4 en el modelo 

xenogénico de LLA mediante la administración del inhibidor DMH1 no impidió el injerto de las células 

leucémicas en la médula ósea o en el bazo, sin embargo, se observaban números incrementados de 

células tumorales en circulación, lo que podría sugerir cierta dificultad en la entrada de las células a los 

órganos diana en correlación con lo comentado anteriormente y, por lo tanto, la participación, aunque 

menor, de la señalización canónica de BMP en la misma. Del mismo modo que otros autores han 

observado previamente diferencias en la carga leucémica sólo en el SNC resultado de la inhibición o el 

bloqueo de factores asociados con una mayor invasividad tumoral, sin detectar cambios en los órganos 

periféricos 14, 83, 96, los efectos del bloqueo de la vía canónica de señalización de BMP4 en nuestro modelo 

se observan fundamentalmente en el SNC. Tras la administración sistémica de DMH1, se observan 
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números significativamente reducidos y una sintomatología clínica menor que en los animales tratados 

con el diluyente. Por lo tanto, los efectos de BMP4 en la regulación positiva de diferentes moléculas 

implicadas en el homing en las células leucémicas, así como sus efectos pro-inflamatorios sistémicos, 

podrían estar mediados, al menos en parte, a través de la vía canónica.  

Recientemente, Newman et al. han descrito un nuevo fármaco inhibidor de la vía de señalización BMP, el 

inhibidor JL5 con propiedades farmacocinéticas mejoradas respecto a sus análogos DMH1. Los autores 

comparan los efectos anti-tumorales de ambos fármacos en un modelo de cáncer de pulmón, donde la 

producción de BMP también está incrementada. Mientras los efectos de ambos fármacos in vitro fueron 

similares, los efectos observados in vivo indican que JL5 presenta una eficacia anti-tumoral 

significativamente superior a DMH1 y DMH2 46. A tenor de lo anterior, no podemos descartar que la 

ausencia de efectos en periferia que nosotros observamos en los animales tras la implantación de la 

bomba que libera sistémicamente DMH1, pueda estar reflejando el bajo potencial de distribución tisular 

del fármaco y/o su inactivación tras su unión a proteínas plasmáticas, como sugiere dicho trabajo. En este 

sentido, la administración del inhibidor DMH1 directamente en el LCR, donde la concentración de 

proteínas es sensiblemente inferior que en el plasma, consigue una reducción en el porcentaje de células 

leucémicas en el SNC similar a la obtenida con los fármacos de la TIT, apuntando a un efecto de la vía de 

señalización canónica de BMP4, no sólo sobre las barreras cerebrales, sino también en la supervivencia 

de las células leucémicas en el SNC como indica la inducción de las proteínas pro-apoptóticas tras el 

tratamiento con el inhibidor. 

Además de su participación en el desarrollo del SNC, la señalización BMP es esencial en el mantenimiento 

de la homeostasis de este sistema, participando en la regulación de procesos tales como la neurogénesis 

y la oligodendrogénesis. De hecho, la expresión de BMP2, BMP4, noggin, BMPRIA, BMPRIB y BMPRII ha 

sido descrita en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglía y células ependimarias 272 por lo que 

parece evidente que la invasión del tejido nervioso por células leucémicas que producen elevadas 

cantidades de BMP4 tendría un impacto directo en el normal funcionamiento de SNC. 

Los astrocitos constituyen la población celular residente en el SNC más prevalente. Esta población posee 

la maquinaria necesaria para responder ante la presencia de BMP4 en el ambiente y regular la vía de 

señalización activada por este ligando. Algunos autores han demostrado que la vía de señalización BMP 

es esencial en la diferenciación y funcionalidad de esta población, siendo indispensable en el 

mantenimiento de la función barrera y en el proceso de angiogénesis 273. Además, se ha descrito la 

capacidad que estas células tienen para llevar a cabo una respuesta frente a cualquier alteración 

producida en el SNC implicándose tanto en procesos inflamatorios como de regeneración tisular 274. 

Los datos del estudio histológico del modelo xenogénico con células que sobreexpresan BMP4 indican 

una mayor expresión de GFAP en astrocitos localizados tanto en zonas superficiales de la corteza como 

en zonas más profundas de la misma, sugieriendo una mayor respuesta astroglial en consonancia con el 
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contexto inflamatorio descrito en este modelo y con la presencia de citoquinas y quimioquinas pro-

inflamatorias demostrada por otros autores en pacientes con afectación en SNC 28, 195. Resultados 

similares se han descrito en un modelo de esclerosis lateral amiotrófica en rata en el que un incremento 

de los niveles de BMP4 se asociaron con procesos de astrocitosis y microgliosis y su inhibición atenuaba 

la neuroinflamación poniendo así de manifiesto la relevancia de la señalización BMP en la misma 45. En el 

modelo de LLA, la inhibición de la señalización canónica de BMP4 conduce, por su parte, a un 

engrosamiento de la matriz extracelular de la limitante glial-pial (laminina) que podría deberse a un 

incremento de la secreción de los componentes de matriz  por los astrocitos y fibroblastos de la meninge, 

lo que permitiría reestablecer la limitante glial y restringir el paso de células hacia el parénquima de forma 

similar a lo que ocurre en la formación de cicatrices gliales tras un daño 275.  

En respuesta al incremento de citoquinas inflamatorias también se modifica la limitante glial astrocitaria 

presente en la BHE produciendo moléculas que modifican el endotelio de esta barrera y facilitando el paso 

de células hacia el parénquima nervioso 276. En este sentido, como se ha indicado con anterioridad, BMP4 

induce modificaciones en el endotelio de la microvasculatura cerebral que sugieren una mayor 

permeabilidad. Además, nuestros datos revelan que las células que sobre-expresan BMP4 producen 

mayores cantidades de VEGFA, un factor pro-angiogénico incrementado en muchos tumores y regulado 

por diferentes vías de señalización, entre ellas la señalización BMP 277. Los animales trasplantados con 

estas células presentan una mayor densidad vascular, con capilares de mayor calibre, que podrían estar 

inducidos por VEGFA y BMP4. Estos cambios en la vasculatura no solo afectan al SNC, sino también a otros 

órganos diana de la LLA, como es el caso del hígado (resultados no mostrados). Estos resultados  están en 

concordancia con lo descrito por Araya et al. en animales deficientes para el receptor de BMP2/4, BMPRIA, 

cuyos capilares cerebrales presentan un tamaño reducido respeto a los animales control 273 y, poniendo 

de manifiesto el papel pro-angiogénico de BMP4 a través de su señalización canónica. 

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del modelo xenogénico de LLA y de los ensayos in vitro 

revelan que la producción de elevados niveles de BMP4 por las células leucémicas confieren 

características más agresivas a las propias células tumorales ya que incrementan su invasividad, reducen 

su proliferación, favorecen su supervivencia y, además, inducen un ambiente inflamatorio que favorece 

el aumento de la permeabilidad de las barreras cerebrales. Esto datos sugieren que, en un contexto 

clínico, BMP4 favorecería por un lado la infiltración en el SNC de las células leucémicas y, por otro, la 

resistencia a la quimioterapia de las células leucémicas y, por tanto, promovería el mantenimiento de la 

EMR positiva y/o las recaídas. 

Por otra parte, como se demuestra en este trabajo, las células leucémicas infiltran el nicho neurogénico 

de la zona subventricular. En este sentido, dada la importancia que BMP4 tiene en el control de la 

activación/quiescencia de las células madre neurales, el mantenimiento de su potencialidad y su 

diferenciación para asegurar la producción continua de neuroblastos y oligodendrocitos 134, la expresión 
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de niveles incrementados de BMP4 por las células leucémicas podría tener, además, un impacto mayor 

en la homeostasis del nicho del comentado en la primera parte de la discusión. Así, la llegada de estas 

células con mayor capacidad invasiva podría implicar la alteración de los procesos neurogénicos como 

consecuencia tanto de los niveles incrementados de BMP4 en el microambiente de la zona, como de la 

inflamación inducida por éstos, dando lugar a cambios en la capacidad neurogénica de las células madres 

neurales, en su diferenciación, en la migración de los neuroblastos y en la posterior renovación neuronal, 

procesos críticos en la edad pediátrica en la que se encuentran los pacientes de LLA.  

En paralelo a los estudios dirigidos a conocer el papel de BMP4 en el desarrollo de la LLA y en la infiltración 

en el SNC, analizamos al diagnóstico el estado de la vía de señalización BMP en blastos leucémicos de 

pacientes pediátricos de LLA procedentes de tres hospitales españoles diferentes, ampliando así los datos 

preliminares del grupo a una cohorte de 174 pacientes.  Los resultados indican que la distinta relevancia 

de la vía canónica de señalización de BMP en las células del linaje B frente al T 187 se refleja también en las 

muestras de LLA, ya que los blastos de pacientes de LLA-B expresan mayores niveles de expresión de los 

componentes de la ruta de señalización BMP que las muestras de pacientes de LLA-T.  

Por otra parte, el análisis de los componentes de la vía en las muestras LLA indica que los blastos de los 

pacientes incluidos en el grupo de RA, los de los pacientes que exhiben EMR positiva al final de la fase de 

inducción y los de los pacientes que posteriormente recayeron, presentan niveles reducidos de los 

receptores de BMP al diagnóstico. En todos los grupos, los niveles de ActRIA están reducidos, y en las 

muestras pacientes con EMR+ la menor expresión del receptor ActRIA se acompaña de menores niveles 

de BMPRII. Además, en el caso de los pacientes de RA y de los que presentaron recaídas también exhiben 

una menor expresión de la BR-Smad, SMAD1. Estos datos apuntan en el mismo sentido que lo descrito 

por Dzietczenia et al. Estos autores demostraron que elevados niveles de los receptores de la ruta de 

señalización BMP en las células de pacientes con LLA y con LMA, se correlacionan con tasas más altas de 

supervivencia, así como con un menor riesgo de recaída163. Datos similares han sido descritos también en 

otros tumores, por ejemplo, se ha puesto de manifiesto la asociación de una regulación negativa del 

receptor ActRIA con una menor supervivencia de los pacientes con glioblastoma 278 y del receptor BMPRII 

con una mayor progresión en los tumores de vejiga 253. En conjunto, estos datos indican que la inhibición 

de la señalización de BMP se asocia con la progresión de la enfermedad. 

En el contexto de las recaídas, los resultados iniciales asociaban altos niveles de expresión de BMP4 y la 

inhibición de la señalización canónica de BMP con las recaídas en la enfermedad. En este sentido, el 

análisis llevado a cabo con todas las muestras de pacientes recopilados hasta el momento confirma que 

los pacientes que recaen presentan una regulación negativa de la vía de señalización BMP a distintos 

niveles de la misma, pues no sólo encontramos menores niveles de expresión del receptor ActRIA, y de 

una de las proteínas implicadas en la transducción de la señal, SMAD1, como se ha indicado 

anteriormente, sino que además, los niveles de expresión de la Smad inhibidora, SMAD7, tienden a estar 
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incrementados en estos pacientes. Ninguno de estos tres componentes analizados de manera individual 

se asocia de manera directa con la incidencia acumulada de recaídas. Sin embargo, esta es 

significativamente superior en los pacientes con elevados niveles de expresión de SMAD7 que además 

exhiben bajos niveles de SMAD1 respecto a los que mantienen niveles altos de SMAD1 y, por tanto, una 

menor inhibición de la vía de señalización BMP. Estos mismos resultados se observan también si se 

consideran sólo los pacientes con LLA-B incluidos en los grupos de riesgo no alto y sugieren que, puesto 

que en ambos casos las recaídas se produjeron una vez finalizado el tratamiento, las células leucémicas 

con una menor activación de la vía de señalización dependiente de Smad se mantienen en un estado de 

mayor quiescencia, dando lugar a recaídas más tardías.  

Por otra parte, el análisis de las muestras obtenidas de pacientes clasificados como de riesgo no alto, 

revela que, en los pacientes con mayores niveles de expresión de BMP4, la incidencia acumulada de 

recaídas tiende a ser superior cuando los niveles de SMAD1 son bajos. En este mismo sentido, las células 

que sobreexpresan BMP4 utilizadas en este trabajo también exhiben un incremento en la expresión de la 

Smad inhibidora, SMAD7 y una reducción de los genes diana ID1 e ID4. Además, datos previos del grupo 

indicaban que los pacientes que recayeron en el SNC tenían una elevada concentración de BMP4 en el 

LCR en el momento del diagnóstico. Todos estos datos, junto con los obtenidos en el estudio del papel de 

BMP4 en la infiltración leucémica en el SNC, sugieren que los blastos leucémicos que inhiben la vía de 

señalización BMP y mantienen una elevada producción de BMP4 podrían ser los responsables de las 

recaídas en SNC, en consonancia con los niveles de expresión incrementados de esta proteína en los 

blastos aislados del cerebro respecto a los de médula ósea descritos por Gaynes et al., que sugieren una 

mejor adaptación de éstas células al microambiente del SNC. 19. 

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del análisis de la vía de señalización de BMP de las muestras 

primarias de pacientes en el momento del diagnóstico, ponen de manifiesto que la inhibición de la vía de 

señalización canónica de BMP se correlaciona con un mal pronóstico en la LLA-B, asociándose con recaídas 

posteriores. Sin embargo, la complejidad en la regulación de esta vía de señalización, y probablemente la 

heterogeneidad existente entre pacientes en cuanto a los mecanismos de inhibición de la misma, 

dificultan la identificación de un solo parámetro que pueda ser utilizado como un nuevo marcador 

biológico a incorporar para mejorar la estratificación de los pacientes. A pesar de ello, los resultados son 

de relevancia clínica si consideramos sólo el grupo de pacientes de riesgo no alto en el que suceden la 

mayor parte de las recaídas. En estos casos, la evaluación del estado de la vía de señalización BMP junto 

con la determinación de los niveles de expresión de BMP4 podría suponer una información valiosa para 

la estratificación de los pacientes tanto al diagnóstico como tras la identificación de EMR+, en un subgrupo 

en el que no se han identificado otros posibles factores pronósticos 
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A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir: 

1. Coincidiendo con las principales cisuras y cisternas cerebrales, un importante porcentaje de las 

células leucémicas presentes en el espacio subaracnoideo forman agregados complejos con las 

células leptomeníngeas  

2. La infiltración leucémica en el SNC provoca la rotura de la barrera glial pial con la consiguiente 

invasión del parénquima nervioso.  

3. Las células leucémicas que penetran el parénquima nervioso son resistentes a la quimioterapia, 

provocan una respuesta inflamatoria, daño tisular y alteraciones comportamentales. 

4. Las células leucémicas alcanzan el nicho neurogénico de la SVZ induciendo una respuesta 

inflamatoria y la inhibición de la neurogénesis. 

5. Las células leucémicas invaden el estroma del plexo coroideo, induciendo un fenotipo pro-

tumorogénico en los fibroblastos residentes.  

6. La interacción célula leucémica -fibroblasto provoca en las primeras la pérdida de expresión de 

CD19, la reducción de la tasa proliferativa y, en consecuencia, la resistencia a los agentes 

quimioterápicos. La señalización a través de VLA-4 y Notch median estos efectos.  

7. Elevados niveles de expresión de BMP4 favorecen el desarrollo de la LLA en el modelo 

xenogénico, induciéndose un fenotipo más agresivo. Por otra parte, la señalización canónica de 

BMP está implicada en la infiltración en el SNC. 

8. La expresión reducida de las BR-smads y/o el incremento de las smad inhibidoras en blastos de 

pacientes analizados en el momento del diagnóstico se asocian con un peor pronóstico. Además, 

la incidencia acumulada de recaídas tiende a ser superior en los pacientes que, al diagnóstico, 

presentan blastos con elevados niveles de expresión de BMP4 y bajos de SMAD1. 
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Abstract: Dendritic cells and macrophages are common components of the tumour immune
microenvironment and can contribute to immune suppression in both solid and haematological
cancers. The Bone Morphogenetic Protein (BMP) pathway has been reported to be involved in cancer,
and more recently in leukaemia development and progression. In the present study, we analyse
whether acute lymphoblastic leukaemia (ALL) cells can affect the differentiation of dendritic cells
and macrophages and the involvement of BMP pathway in the process. We show that ALL cells
produce BMP4 and that conditioned media from ALL cells promote the generation of dendritic
cells with immunosuppressive features and skew M1-like macrophage polarization towards a less
pro-inflammatory phenotype. Likewise, BMP4 overexpression in ALL cells potentiates their ability to
induce immunosuppressive dendritic cells and favours the generation of M2-like macrophages with
pro-tumoral features. These results suggest that BMP4 is in part responsible for the alterations in
dendritic cell and macrophage differentiation produced by ALL cells.

Keywords: acute lymphoblastic leukaemia; BMP4; dendritic cells; macrophages; tumour immune
microenvironment

1. Introduction

It is currently known that tumour microenvironment influences tumorigenesis, cancer progression
and metastasis [1,2]. The tumour microenvironment consists of non-cellular and cellular components
including the extracellular matrix, stromal cells such as fibroblastic and endothelial cells, and immune
cells such as lymphocytes and myeloid cells [3–5]. Dendritic cells (DCs) and macrophages (MØs) are
commonly found infiltrating solid and haematological tumours and carrying out their anti-tumoural
activities at the initial stages of tumour development. However, as the tumour progresses, signals
derived from tumour cells and their microenvironment impair the differentiation, maturation and
function of DCs and MØs transforming them into immunosuppressive cell types with pro-tumoural
functions [6–9]. Manipulation of tumour-derived factors affecting tumour-associated DCs and MØs
therefore constitute a new strategy for treating human solid and haematological malignancies [10–13].

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is a malignant haematological disorder of the early
lymphoid progenitors, occurring in all age groups. In children, ALL is the most common type of
haematological malignancy, mainly affecting early B cell precursors [14,15]. Alterations in the numbers
of different immune cells have been reported in childhood ALL [16–19], but to our knowledge, there is
no data available about the involvement of DCs and MØs in paediatric ALL progression.
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Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are multifunctional growth factors which constitute
a subgroup of the TGF-β superfamily. BMPs participate in the regulation of cell proliferation,
differentiation and death in embryonic and adult tissues [20], and are also involved in cancer, where
they can function as both tumour suppressors and tumour-promoting factors [21,22]. The role of the
BMP signalling pathway in leukaemia progression is beginning to be revealed [23,24], and particularly
for ALL, the increased production of BMP4 by bone marrow mesenchymal stem cells at diagnosis and
the up-regulated expression of some BMP ligands by ALL blasts support a role for BMP signalling in
this haematological disorder [25–27].

In this study, we provide evidence that ALL cells are able to impair the differentiation of DCs and
MØs from monocytes, and BMP4 seem to mediate part of the effects induced by ALL cells.

2. Materials and Methods

2.1. ALL Cell Lines

The B cell precursor leukaemia cell line Nalm-6 (ACC128) was obtained from DSMZ (German
Collections of Microorganisms and Cell Culture) and maintained at a density of 1 × 106 cells/mL in
RPMI-1640 with 10% FBS and antibiotics (all from Lonza).

To generate a stable cell line overexpressing BMP4, Nalm-6 cells were transduced with lentiviruses
expressing an empty construct (control Nalm-6) or a construct encoding BMP4 (BMP-4-transduced
Nalm-6). BMP4 mRNAs and protein expression levels were quantified by quantitative real-time PCR
and ELISA, respectively. Cells with high levels of transduction and gene expression were used for further
experiments. Lentivirus vectors for BMP4 overexpression were prepared with pMDG, p8.91 and an
empty lentiviral expression plasmid or a lentiviral expression plasmid encoding BMP4 as described [28].
BMP4 in pCMV-SPORT6 (Clone Id: 4399276; Termofisher) was transferred via pDONR201 (Invitrogen)
to the lentiviral plasmid pLNT-SFFV-WPRE-Gateway (obtained through Dr Peter van der Sluijs from
Dr Adrian Thrasher, University College London, UK). Recombinant lentiviruses were prepared as
described above. BMP4 cDNA was verified by dye termination sequencing.

Conditioned media were obtained by culturing control and BMP-4 transduced Nalm-6 cells at a
density of 5 × 106 cells/mL for 48 h.

2.2. Monocyte Isolation and Culture

Buffy coats from healthy donors (Centro de Transfusión de la Comunidad de Madrid, Spain)
were used to obtain peripheral blood mononuclear cells by density gradient centrifugation with
Lymphocytes Isolation Solution (Rafer). Monocytes were isolated by positive magnetic separation
using CD14 immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec). To generate DCs, CD14+ cells (106/mL) were
cultured for 5–6 days in RPMI-1640 with 10% FBS plus 20 ng/mL rhGM-CSF and 20 ng/mL rhIL-4
(Invitrogen, Termo Fisher Scientific), and half of the medium was replaced by fresh medium with
cytokines every 2 days. CD14+ monocytes (5 × 105/mL) were also cultured for 3–5 days with 5 ng/mL
rhGM-CSF or 10 ng/mL of rhM-CSF (ImmunoTools GmbH) to obtain M1 or M2 MØs, respectively,
and in both cases the same concentration of cytokines was added every 2 days. To study the effects of
leukaemia-derived soluble factors, monocytes were differentiated to DCs and M1 MØs in the presence
of 50% conditioned media from control and BMP4-transduced Nalm-6 cells.

2.3. PCR Analysis

RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep Kit (Stratagene Cloning Systems,
Agilent Technologies), including a DNase I digestion step, as recommended by the supplier, to
avoid genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applyed Biosystems, Thermo Fisher Scientific), according to the supplier’s
instructions, and then used as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was performed using
pre-designed TaqMan probes from Applied Biosystems (Table 1).
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Table 1. TaqMan gene expression assays.

Gene Reference Gene Reference

TNF-α Hs00174128_m1 COX2 Hs00153133_m1
IL-1β Hs01555410_m1 ALDH1A1 Hs00946916_m1
IL-6 Hs00985639_m1 GAL-1 Hs00355202_m1

IL-10 Hs00961622_m1 VEGF-A Hs00900055_m1
TFG-β1 Hs00998133_m1 MMP9 HS00234579_m1

IL-8 Hs00174103_m1 FOLR2 Hs_01044732_g1
CCL2 Hs00234140_m1 MAF Hs_04185012_s1
CCL3 Hs00234142_m1 ACTA Hs01081598_m1
CCL4 Hs00237011_m1 BMP2 Hs00154192_m1
CCL5 Hs00174575_m1 BMP4 Hs00370078_m1

CXCL10 Hs01124251_g1 BMP6 Hs01099594_m1
IDO1 Hs00984148_m1 BMP7 Hs00233476_m1

All PCR reactions were set in duplicate using the TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions. The amplifications,
detections and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de
Genómica, Complutense University, Madrid, Spain). The ∆Ct method was used for normalization to
GNB2L1 mRNA.

2.4. Flow Cytometry

The following mAbs conjugated to FITC/Alexa 488, PE, PE-Cy5 or APC/Alexa 647 were used for
flow cytometry analysis: CD1a (HI149), CD3 (HIT3a), CD4 (OKT4), CD8 (RPA-T8), CD14 (47-3D6) and
CD163 (GH/S1) from ImmunoStep, BioLegend and BD Biosciences. Immunofluorescence stainings were
carried out by incubating cells in PBS containing 1% FBS and 0.1% NaN3 in the presence of saturating
amounts of fluorochrome-conjugated mAbs for 30 min at 4 ◦C. To avoid binding of antibodies to Fc
receptors, cells were pre-incubated for 5 min at 4 ◦C with FcR Blocking Reagent, following supplier´s
instructions (Miltenyi Biotec). All analyses were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences) from the Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia (Complutense University,
Madrid, Spain)

2.5. Mixed Lymphocyte Reaction Assays

DCs differentiated in the absence or presence of Nalm-6-derived conditioned media were cultured
overnight with 50 ng/mL LPS and then used as stimulators for allogeneic CD3+ T cells isolated with
nylon wool columns from buffy coats (DC:T cell ratio, 1:10). Lymphocytes were labelled with 5 µM
CFSE (Sigma-Spain) to determine their proliferative response by the CFSE dilution method after
5–6 days of culture.

2.6. BMP4 and Cytokine Measurements

Culture supernatants from mixed lymphocyte reaction assays were harvested and the levels of
IFN-γ were assayed by ELISA (R&D Systems). The production of BMP4 was determined using an
ELISA kit from R&D Systems and following the manufacturer´s instructions.

2.7. Statistical Analysis

The Mann–Whitney test was used to compare differences. Values of p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**) and
p ≤ 0.001 (***) were considered to be statistically significant.
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3. Results

3.1. ALL Cells Induce the Generation of DCs with Immunosuppressive Features

Human peripheral blood monocytes were induced to differentiate into DCs in the presence or
absence of conditioned media (CM) from ALL cells. During this differentiation process, monocytes
downregulated CD14 and upregulated CD1a, so that after 5 days of culture under control conditions
CD1a+ CD14−/lo cells constituted the main cell population, and moreover, most of them expressed
high levels of CD1a (Figure 1A,B). However, the presence of ALL-derived CM induced a reduction
in the proportion of total CD1a+ CD14−/lo cells, mainly affecting the terminally differentiated CD1ahi

CD14−/lo DCs (~30% and 60%, respectively), and concomitantly a notable increase in the proportion of
CD1a− CD14+ cells (Figure 1A,B). In addition, a reduced expression of HLA-DR was also observed
(Supplementary Figure S1A). These results suggested that one or more factors contained in ALL-derived
CM altered the differentiation of DCs. Interestingly, Nalm-6 ALL cells expressed BMP4, but not other
related BMP ligands such as BMP2, BMP6 or BMP7 (Table 2), and neutralization of BMP4 in ALL-derived
CM reduced (by 40–50%) the accumulation of CD1a− CD14+ cells and increased the generation of
CD1ahi CD14−/lo DCs (data not shown; manuscript in preparation).

Table 2. Expression of Bone Morphogenetic Protein (BMP) ligands in acute lymphoblastic leukaemia
(ALL) cell lines.

Control Nalm-6 BMP4-transduced Nalm-6

BMP2 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND
BMP4 mRNA Expression (arbitrary units) 44 ± 15 43384 ± 4260
BMP6 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND
BMP7 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND

BMP4 Expression (pg/mL) 7 ± 1 1786 ± 35

ND: Not detected/Under the limit of detection.

A further analysis of DCs generated in the presence of ALL-derived CM (CM-DCs) showed that
these cells exhibited an immunosuppressive profile. In CM-DCs, transcription of TNF-α was repressed
whereas IL-10 expression was increased, which resulted in a drastic decrease of TNF-α/IL-10 expression
ratio (~80–90%) (Figure 1C). An enhanced expression of other cytokines, such as IL-1β and TGF-β, as
well as chemokines, such as IL-8, CCL3, CCL4 and CCL5, was also detected in CM-DCs (2- to 5-fold
increases), being IL-6 and CCL2 the ones that underwent the highest increase (19- and 15-fold increase,
respectively) (Figure 1C). Likewise, CM-DCs showed an upregulated expression (2- to 5-fold increases)
of pro-tumoural factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF), matrix metalloproteinase-9
(MMP9), and cyclooxygenase-2 (COX2) and aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A), both enzymes
involved in biosynthesis of prostaglandins and retinoic acid, respectively (Figure 1C). However, the
expression of indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO1) enzyme and the carbohydrate-binding protein
galectin-1 (GAL-1), both with immunosuppressive activity, was reduced in DCs differentiated in the
presence of ALL-derived CM (Figure 1C).
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Figure 1. ALL cells alter the differentiation of dendritic cells (DCs). (A) Percentages of CD1a+ CD14−/lo,
CD1ahi CD14−/lo and CD1a− CD14+ cells recovered after 5–6 days of culture in the absence (white bars;
DCs) or presence (grey bars; CM-DCs) of conditioned media from ALL cells. Data represent the mean
± SEM of 12 to 15 independent experiments. (B) Representative dot plots showing CD14 versus CD1a
expression. Percentages of CD1ahi CD14−/lo and CD1a− CD14+ cell populations, delimited by red gates,
are shown. (C) Real-time PCR quantification of mRNA levels in DCs differentiated from monocytes
in the absence (white bars) or presence (grey bars) of conditioned media from ALL cells. Relative
mRNA expression was calculated by dividing all individual data by the mean expression in control
DCs. Results represent the mean ± SEM of five to seven independent experiments. (D) Histograms
show the percentages of proliferating CD4+ and CD8+ T cells, gated on the CD3+ cell population and
calculated by the CFSE dilution method in mixed lymphocyte reaction assays. Data are the mean ±
SEM of seven independent experiments. Supernatants from DC/T cell co-cultures were harvested at
day 5-6 and the amount of IFN-γ was quantified by ELISA. Data are the mean ± SEM of three to six
independent experiments. Asterisks represent statistically significant differences between DCs and
CM-DCs (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01 and *** p ≤ 0.001; by Mann–Whitney test).

To analyse the capacity of ALL cells to affect DC functionality, CM-DCs were co-cultured with
allogeneic CD3+ T lymphocytes. In correlation with the above results, the mixed lymphocyte reaction
assays revealed that CM-DCs were able to stimulate T cell proliferative responses less efficiently than
control DCs (Supplementary Figure S2). Figure 1D shows that the proliferative responses induced by
CM-DCs were on average reduced by 30%, affecting both CD4+ and CD8+ T cells. In addition, levels
of IFN-γ secreted by activated T cells were severely reduced in the presence of CM-DCs (Figure 1D).
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3.2. BMP4 Overexpression Potentiates the Ability of ALL Cells to Induce Immunosuppressive DCs

Conditioned media from BMP4-overexpressing ALL cells (BMP/CM) (Table 2) was next used to
generate DCs from monocytes (BMP/CM-DCs). In the presence of BMP/CM the proportion of CD1a+

CD14−/lo cells was further reduced when compared to CM-DCs, being the terminally differentiated
CD1ahi CD14−/lo DC subset the most affected by the high BMP4 expression (Figure 2A,B). A parallel
increment in the proportion of CD1a− CD14+ cells was also observed in the presence of BMP/CM
(Figure 2A).
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Figure 2. BMP4-overexpressing ALL cells exhibit a higher capacity to generate immunosuppressive
DCs. (A) Percentages of CD1a+ CD14−/lo, CD1ahi CD14−/lo and CD1a− CD14+ cells recovered after
5–6 days of culture in the presence of conditioned media from control (grey bars; CM-DCs) and
BMP4-transduced (black bars; BMP/CM-DCs) ALL cells. Data represent the mean ± SEM of 10 to
12 independent experiments. (B) Representative histograms showing CD1a expression in CM- and
BMP/CM-DCs. Percentages of CD1ahi cells are shown. For comparison, red line shows CD1a expression
in DCs grown in the absence of conditioned media. (C) Real-time PCR quantification of mRNA levels
in DCs differentiated from monocytes in the presence of conditioned media from control (grey bars)
and BMP4-transduced (black bars) ALL cells. Relative mRNA expression was calculated by dividing
all individual data by the mean expression in CM-DCs. Results represent the mean ± SEM of three
to six independent experiments. (D) Histograms show the percentages of proliferating CD4+ and
CD8+ T cells, gated on the CD3+ cell population and calculated by the CFSE dilution method in
mixed lymphocyte reaction assays. Data are the mean ± SEM of four to six independent experiments.
Supernatants from DC/T cell co-cultures were harvested at day 5–6 and the amount of IFN-γ was
quantified by ELISA. Data are the mean ± SEM of five to six independent experiments. Asterisks
represent statistically significant differences between CM-DCs and BMP/CM-DCs (* p ≤ 0.05; by
Mann–Whitney test).
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Gene expression analysis showed that, in comparison to CM-DCs, BMP/CM-DCs expressed higher
levels of IL-10, and also TNF-α (Figure 2C), what hardly affected the low TNF-α/IL-10 expression ratio.
The presence of high levels of BMP4 during DC differentiation also induced an increased expression of
TGF-β, IL-6 and mainly IL-1β and IL-8 (2- to 4-fold increases) (Figure 2C). Upregulated transcription
levels of IDO1 and MMP9 were also detected in BMP/CM-DCs (Figure 2C).

In agreement with the acquisition of a more pronounced immunosuppressive phenotype,
the co-culture with CD3+ T lymphocytes evidenced that BMP/CM-DCs exhibited a diminished
allostimulatory capacity (Figure 2D and Supplementary Figure S2). The proliferative response of CD8+

T cells was much less affected than that of CD4+ T cells, and consequently IFN-γ secretion underwent
only a further slight decrease when compared with CM-DCs (Figure 2D).

3.3. ALL Cells Promote MØ Polarization Towards an Anti-inflammatory M2-Like Phenotype

Peripheral blood monocytes were cultured with rhGM-CSF, in the absence or presence of
ALL-derived CM, to induce the differentiation to pro-inflammatory M1-like MØs. For comparison,
anti-inflammatory M2-like MØs were differentiated from monocytes by culturing them with rhM-CSF.
The addition of ALL-derived CM during M1 differentiation induced an average 4-fold increase in
the proportion of CD14+ CD163+ cells, a phenotype usually associated with M2 features in MØs [29]
(Figure 3A,B). The analysis of the expression of several markers differentially expressed by M1- and
M2-like MØs [30] showed that ALL-derived CM caused a notable reduction (~50%) in the expression
of the M1 marker Activin A (ActA) (Figure 3C). In addition, the presence of ALL-derived CM induced
the expression of the M2 markers folate receptor β (FOLR2) and MAF transcription factor (5- and 2-fold
increases, respectively) (Figure 3C). Intermediate expression levels of CD206, CD209 and HLA-DR were
also observed (Supplementary Figure S1B). These observations indicated that some factors present
in ALL-derived CM skewed M1-like MØ polarization towards a less pro-inflammatory phenotype.
Interestingly, the neutralization of BMP4 in ALL-derived CM reduced (~40–50%) the generation of
CD14+ CD163+ cells and partially inhibited the increases in FOLR2 and MAF expression and the
reduction in ActA expression (data not shown; manuscript in preparation).

A further characterization supported that the culture of monocytes with ALL-derived CM
during M1 polarization induced the acquisition of an immunosuppressive profile in the resulting
MØs (CM-M1). Compared to M1, CM-M1 MØs exhibited a decreased expression of TNF-α and an
upregulated IL-10 expression (Figure 3D), what reduced by 40% the TNF-α/IL-10 expression ratio.
Likewise, CM-M1 MØs showed intermediate features between M1- and M2-like MØs for the expression
of the chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 as well as IDO1 and ALDH1A enzymes
(Figure 3D). By contrast, the transcription of IL-6 and IL-8, but also IL-1β, TGF-β, COX2, GAL-1, VEGF
and MMP9, was notably upregulated in CM-M1 MØs, even above the M1 and M2 values (Figure 3D).

3.4. BMP4 Overexpressing-ALL Cells Favour the Generation of M2-Like MØs with Pro-tumoural Features

Monocytes were induced to differentiate into M1-like MØs in the presence of conditioned media
from BMP4-overexpressing ALL cells (BMP/CM-M1). Under high levels of BMP4, similar proportions
of CD14+ CD163+ cells were generated (Figure 4A,B) although BMP/CM-M1 MØs displayed an
enhanced M2-like phenotype, in comparison to CM-M1 MØs. Expression levels of M2 markers MAF
and FOLR2 underwent a further 2-fold increase whereas ActA transcription was additionally repressed
by 50% (Figure 4C).
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Figure 3. ALL cells promote M2-like macrophage (MØ) differentiation. (A) Percentages of CD14+

CD163+ MØs generated from monocytes cultured for five days with GM-CSF (black bars; M1), M-CSF
(white bars, M2) and GM-CSF plus conditioned media from ALL cells (grey bars; CM-M1). Data
represent the mean ± SEM of 12 independent experiments. (B) Representative dot plots showing CD14
versus CD163 expression. Percentages of CD14+ CD163+ MØs, delimited by red gates, are shown.
(C,D) Real-time PCR quantification of mRNA levels in MØs differentiated from monocytes after 3
days of culture with GM-CSF, M-CSF and GM-CSF plus conditioned media from ALL cells. Relative
mRNA expression in (D) was calculated by dividing all individual data by the mean expression in M1
MØs. Results represent the mean ± SEM of three to ten independent experiments. Asterisks represent
statistically significant differences between M1 and CM-M1 MØs (* p ≤ 0.05 and *** p ≤ 0.001; by
Mann–Whitney test).



Cells 2019, 8, 722 9 of 14

Cells 2019, 8, x 9 of 14 

 

and FOLR2 underwent a further 2-fold increase whereas ActA transcription was additionally 

repressed by 50% (Figure 4C). 

 

Figure 4. BMP4 overexpression in ALL cells potentiates their ability to generate M2-like MØ s. (A) 

Percentages of CD14+ CD163+ MØ s generated from monocytes cultured for five days with GM-CSF 

plus conditioned media from control (grey bars; CM-M1) and BMP4-transduced (white bars; 

BMP/CM-M1) ALL cells. Data represent the mean ± SEM of four independent experiments. (B) 

Representative histograms showing CD163 expression in CM-M1 and BMP/CM-M1 MØ s. (C, D) 

Real-time PCR quantification of mRNA levels in MØ s differentiated from monocytes after three days 

of culture with GM-CSF plus conditioned media from control (grey bars) and BMP4-transduced 

(white bars) ALL cells. Relative mRNA expression was calculated by dividing all individual data by 

the mean expression in CM-M1 MØ s. Results represent the mean ± SEM of three to five independent 

experiments. Asterisks represent statistically significant differences between CM-M1 and BMP/CM-

M1 MØ s (*p ≤ 0.05 and **p ≤ 0.01; by Mann–Whitney test). 

When compared to CM-M1 MØ s, the gene expression analysis showed that BMP/CM-M1 MØ s 

also exhibited a less pro-inflammatory profile though with some enhanced pro-tumoural features 

(Figure 4D). A 4-fold increment in IL-10 expression together with a reduced TNF- expression led to 

a remarkable further decrease in the TNF-/IL-10 expression ratio (by about 80%) (Figure 4D). In 

addition, the expression levels of CCL2 and IL-6 were upregulated (4- and 2-fold increases, 

respectively) in comparison to CM-M1 MØ s (Figure 4D). 

4. Discussion 

Immune evasion is a recognized hallmark of cancer, being the inhibition of the normal anti-

tumour functions of DCs and MØ s one of the immunosuppressive mechanisms used by cancer cells 

to evade immunity in solid as well as haematological malignancies.  

Quantitative and qualitative alterations in DCs have been described to be a common feature 

shared by different haematological tumours including chronic myeloid leukaemia [31], 

0

10

20

30

40

         CM-M1   BMP/CM-M1

%
 C

D
1
4

 +
 C

D
1
6
3

 +
 c

e
ll
s

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

**

*

*

 ActA     MAF    FOLR2

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4

6

*

*

TNF-     IL-1        IL-6      IL-10     TGF-

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n

0.0

0.5

1.0

1.5

*

TNF- / IL-10 ratio

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
4

8

*

*

   IL-8      CCL2      CCL3    CCL4    CCL5    CXCL10

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

 COX2    GAL-1   VEGF    MMP9

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n

14/-/-163  NALM6 TR CTRL  A

FL4-H

C
o
u
n
t

10
0

10
1

10
2

10
3

10
4

0

19

38

56

75

14/-/-163  NALM6 TR 100VL A

FL4-H

C
o
u
n
t

10
0

10
1

10
2

10
3

10
4

0

18

36

54

72

A C 

D 

B 

CD163 

35.5% 

33.1% 

Figure 4. BMP4 overexpression in ALL cells potentiates their ability to generate M2-like MØs.
(A) Percentages of CD14+ CD163+ MØs generated from monocytes cultured for five days with
GM-CSF plus conditioned media from control (grey bars; CM-M1) and BMP4-transduced (white
bars; BMP/CM-M1) ALL cells. Data represent the mean ± SEM of four independent experiments.
(B) Representative histograms showing CD163 expression in CM-M1 and BMP/CM-M1 MØs. (C,D)
Real-time PCR quantification of mRNA levels in MØs differentiated from monocytes after three days
of culture with GM-CSF plus conditioned media from control (grey bars) and BMP4-transduced (white
bars) ALL cells. Relative mRNA expression was calculated by dividing all individual data by the
mean expression in CM-M1 MØs. Results represent the mean ± SEM of three to five independent
experiments. Asterisks represent statistically significant differences between CM-M1 and BMP/CM-M1
MØs (* p ≤ 0.05 and ** p ≤ 0.01; by Mann–Whitney test).

When compared to CM-M1 MØs, the gene expression analysis showed that BMP/CM-M1 MØs
also exhibited a less pro-inflammatory profile though with some enhanced pro-tumoural features
(Figure 4D). A 4-fold increment in IL-10 expression together with a reduced TNF-α expression led to a
remarkable further decrease in the TNF-α/IL-10 expression ratio (by about 80%) (Figure 4D). In addition,
the expression levels of CCL2 and IL-6 were upregulated (4- and 2-fold increases, respectively) in
comparison to CM-M1 MØs (Figure 4D).

4. Discussion

Immune evasion is a recognized hallmark of cancer, being the inhibition of the normal anti-tumour
functions of DCs and MØs one of the immunosuppressive mechanisms used by cancer cells to evade
immunity in solid as well as haematological malignancies.

Quantitative and qualitative alterations in DCs have been described to be a common feature
shared by different haematological tumours including chronic myeloid leukaemia [31], myelodysplastic
syndromes [32], acute myeloid leukaemia [33], multiple myeloma [34] or chronic lymphocytic
leukaemia [35]. Similarly, in B cell precursor ALL patients the levels of both conventional and
plasmacytoid DCs were reduced in blood as well as in bone marrow at diagnosis, and DC levels
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were related to the extent of the disease being lower in those patients with unfavourable prognostic
features [16,36,37]. Likewise, Zhou et al. have described an aberrant functionality of DCs in
adult B lineage ALL [38] and Mami et al. [37] were not able to generate CD1a+ myeloid or ILT3+

plasmacytoid DCs from circulating CD34+ precursor cells of ALL patients, suggesting that DC
differentiation was altered in B cell precursor ALL. In support, our data provide evidence that DCs
differentiated from monocytes in the presence of ALL-derived soluble factors show an atypical
phenotype exhibiting features usually seen in tolerogenic DCs as well as immunosuppressive
tumour-associated DCs [7,39–41]. These characteristics include a low TNF-α/IL-10 expression ratio
and high expression of the immunosuppressive cytokine TGF-β and other cytokines (IL-6, IL-1β),
chemokines (mainly CCL2, CCL5 and IL-8) and factors (the COX2 and ALDH1A enzymes involved in
biosynthesis of prostaglandins and retinoic acid, respectively, the pro-angiogenic factor VEGF, and the
protease MMP9 engaged in degradation and remodelling of extracellular matrix). All in combination
would contribute to impair the effector immune response, to favour monocyte recruitment and the
development of other cell types with immunosuppressive activity and to promote the growth, survival
and invasiveness of leukemic cells.

In haematological malignancies, as in solid tumours, MØs also infiltrate the tumour tissues
and many of these tumour-associated MØs are induced to differentiate to M2-like MØs exhibiting
pro-tumoural functions [9,42]. The frequency of CD163+ M2-like MØs has been reported to be
notably increased in acute and chronic myeloid leukaemia [43,44], chronic lymphocytic leukaemia [45],
multiple myeloma [46] and also adult ALL [47]. In line with these data, our results show that soluble
factors derived from ALL blasts are able to skew the differentiation of monocytes cultured under
M1 conditions towards a M2-like phenotype. These MØs express CD163 and M2-specific markers
(increased expression of FOLR2 and MAF and reduced expression of ActA), and show an upregulated
expression of different factors that favour tumour progression (including, among others, IL-10, TGF-β,
IL-6, IL-8, IDO1, COX2 and GAL-1).

The generation of immunosuppressive/tolerogenic DCs and M2 MØs has been proposed to be
induced by different tumour-mediated mechanisms such as hypoxia, endoplasmic reticulum stress,
and mainly exposition to several tumour-derived cytokines and growth factors [6,8,13,48]. In this
context, the components of the TGF-β superfamily, including the BMPs, have been extensively reported
to participate in multiple aspects of tumour biology including immune evasion [21,49–51] but the
relevance of BMP pathway in the origin and progression of leukaemias and lymphomas is now
beginning to be uncovered [24,52]. Our present data show that Nalm-6 ALL cells mainly secrete
BMP4, but not other BMP ligands previously reported to be involved in lymphoid malignancies [24,53].
In other ongoing studies, we also described the expression of BMP4 in primary ALL blasts obtained
at the time of diagnosis, and notably this BMP4 expression was significantly increased in ALL cells
derived from paediatric patients who later relapsed [54] (manuscript in preparation). In agreement
with our results, Gaynes et al. [25] reported an upregulated expression of BMP4 in ALL cells infiltrating
the central nervous system of transplanted NSG mice, in comparison to those leukemic cells located in
bone marrow. However, Tesfai et al. [26] only found a BMP2 overexpression when compared pre-B
ALL and CD34+ cells.

We also point out that BMP4-containing CM from ALL cells impair the differentiation of DCs and
MØs from monocytes. The relevance of BMP4 is further supported by the results showing that BMP4
overexpression in ALL cells enhances the generation of immunosuppressive DCs which in addition
exhibit a higher pro-tumoural activity, revealed by an upregulated expression of the immunosuppressive
and tumour growth promoting factors TGF-β, IL-6, IL-1β, IL-8, IDO1 and MMP9, and a concomitant
reduced allostimulatory capacity. The involvement of BMP signalling in DC differentiation and
maturation has been previously reported by us and others [55,56]. BMP4-overexpressing ALL cells also
have the ability to generate MØs with a more marked M2-like phenotype and enhanced pro-tumoral
features evidenced by a lower TNF-α/IL-10 expression ratio and upregulated expression levels of CCL2
and IL-6. In this line, we have recently described that BMP4, produced by bladder cancer cells, induces
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monocyte differentiation toward a M2 phenotype, leading to the production of cytokines that favour
tumour progression [57]. Interestingly, the ability to induce M2 macrophage polarization seems to be
shared with other BMP ligands since BMP2 promotes the acquisition of a M2 phenotype during bone
regeneration [58] and BMP-7 treatment increases M2 differentiation and reduces inflammation and
plaque formation in atherosclerosis [59].

Together, our results indicate that BMP4 is an important ALL blast-derived soluble factor which
contribute to switch the differentiation of monocyte-derived DCs from an immunostimulatory to an
immunosuppressive state, and to promote the polarization of MØs to a pro-tumoural phenotype.
Future work could focus on the blockade of BMP4 secretion by ALL cells which could help, in
those patients who relapse, to control leukaemia progression by counteracting the development of a
pro-tumour immune microenvironment.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/8/7/722/s1,
Figure S1: Phenotypic analysis of DCs and MØs differentiated in the absence or presence of conditioned media
from ALL cells, Figure S2: Representative histograms showing the allostimulatory capacity of DCs differentiated
in the absence or presence of conditioned media from ALL cells, Figure S3: Conditioned media from different ALL
cell lines alter the differentiation of DCs and MØs.
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Abstract
Fibroblastic reticular cells (FRCs) are essential players during adaptive immune responses not only as a structural support
for the encounter of antigen-presenting cells and naive T lymphocytes but also as a source of modulatory signals. However,
little is known about this cell population in humans. To address the phenotypical and functional analysis of human FRCs
here we established splenic (SP) and mesenteric lymph node (LN) CD45-CD31-CD90+podoplanin+ myofibroblastic cell
cultures.They shared the phenotypical characteristics distinctive of FRCs, including the expression of immunomodulatory
factors and peripheral tissue antigens. Nevertheless, human FRCs also showed particular features, some differing from mouse
FRCs, like the lack of nitric oxide synthase (NOS2) expression after interferon (IFN)γstimulation. Interestingly, SP-FRCs
expressed higher levels of interleukin (IL)-6, BMP4, CCL2, CXCL12 and Notch molecules, and strongly adapted their
functional profile to lipopolysaccharide (LPS), polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C) and IFNγ stimulation. In con-
trast, we found higher expression of transforming growth factor (TGF)β and Activin A in LN-FRCs that barely responded
via Toll-Like Receptor (TLR)3 and constitutively expressed retinaldehyde dehydrogenase 1 enzyme, absent in SP-FRCs.
This study reveals human FRCs can be valuable models to increase our knowledge about the physiology of human sec-
ondary lymphoid organs in health and disease and to explore the therapeutic options of FRCs.

Key Words: human fibroblastic reticular cells, immunomodulation, lymph node, spleen

Introduction

Immunomodulation is a complex task but also a potent
and versatile therapeutic strategy. We are taking part
in a new era, where cell therapies based on the inoc-
ulation of modified and/or in vitro expanded cell
populations are designed to redirect immune func-
tion to fight against cancer and pathogens, restore
immunotolerance or promote wound healing and tissue
regeneration.

Fibroblastic reticular cells (FRCs) are a mesen-
chymal cell lineage, related to mesenchymal stromal
cells (MSCs), tissue fibroblasts or type B synoviocytes.
They present specific features imprinted during
the ontogeny of secondary lymphoid organs (SLO)
[1]. FRCs build up a tridimensional network that

supports and guides the encounter of leukocyte popu-
lations and antigens in SLO [2]. However, FRCs are
also important immune players with multipurpose
functions.They, for example, participate in peripheral
tolerance [3,4] and restrain T-cell responses [5–8] but
also produce factors that favor T-cell survival and
priming [1,9], B-cell homeostasis [10–12] and define
the configuration of leukocyte populations attracted
to and retained in SLO [13,14]. A recent study has
shown in mice that ex vivo expanded allogenic FRCs
significantly increased survival after septicemia or
sepsis, where MSC treatment fails [15]. Hence a single
intraperitoneal dose of FRC has a systemic effect de-
pendent on nitric oxide synthase (NOS2) activity in
FRCs, which attenuates septic cytokine storm, and
reduces bacteremia [15].
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In spite of this masterful and valuable role of FRCs
organizing immune responses, these cells are the for-
gotten cell population in human immunotherapy.
Although stromal cell lines derived from human spleen
[16,17] and tonsils [18] have been obtained, only one
recent study focused on developing strategies to obtain
and properly define human FRCs from lymph node
(LN), but the investigators did not further characterize
their immune features [19]. Our knowledge about
FRCs is, therefore, largely based on data obtained in
mice but we cannot merely extrapolate results ob-
tained in the murine model to humans.

In the present work, we used a simple and repro-
ducible strategy to obtain human FRCs from spleen
(SP-FRCs) and LN (LN-FRCs). Their phenotypic
characterization reveals that they share basic fea-
tures with their murine equivalents but they also show
important differences. Interestingly, although they
were in vitro expanded cells, SP-FRCs and LN-
FRCs were different, suggesting they indeed are two
distinct FRC lineages epigenetically sustained that
maintain their peculiarities outside organ cues. The
functional and phenotypical features of SP-FRCs
suggest that they play a key role as innate sentinels
of blood-borne pathogens and in the establishment of
the specific microenvironment that supports the ho-
meostasis of splenic myeloid populations. Although to
a lesser extent, LN-FRCs may serve also as pathogen-
sensing cells. Also, certain characteristics of LN-
FRCs, such us induction of HLA-DR and higher
expression peripheral tissue–restricted antigens, suggest
a tight relationship with T cells.

Material and methods

Human FRC cultures

Human spleen and mesenteric LN tissues were ob-
tained from both male and female brain-dead organ
donors, with informed consent from next of kin
through the Transplant Coordination Unit, Hospital
Clínico San Carlos (Madrid, Spain). The study was
conducted in accordance with the ethical principles
of the Declaration of Helsinki and was reviewed and
approved by the Ethics Committee of the Hospital
Clínico San Carlos and of our university (Complutense
University of Madrid).

To obtain SP-FRC cultures, spleen fragments were
dissected and all capsule tissue and bigger trabecu-
lae were removed.Tissue homogenates were obtained
by mechanical disruption using a sterile glass potter.
After erythrocytes were lysed, the homogenate was en-
riched in smaller fragments and aggregates by two
consecutive centrifugations at low speed. Then, they
were gently disaggregated with needles and cultured
in 15% fetal calf serum (FCS; Gibco,Thermo Fisher
Scientific) RPMI 1640 medium supplemented with

100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin,
2 mmol/L L-glutamine and 1 mmol/L pyruvate (all
from Lonza), referred to as RPMI-complete medium.
Plates were washed after 5–7 days to remove frag-
ments and non-adherent.When the adherent cell layer
was 70%–80% confluent, cells were gently trypsinized
and cultured at 1:3 split for up to three passages, to
ensure that all contaminating hematopoietic cells had
been totally washed out of the flask before extensive
characterization.Then, cells were frozen in FCS-10%
dimethyl sulfoxide (DMSO) at −80°C until use.

LN-FRCs were obtained as described above but
culturing complete cell suspensions.

All studies described in this report were per-
formed on cells between three and eight passages.

FRC stimulation

In this study, 5 × 104 FRCs were plated on 6-well plates
with 2 mL of RPMI-complete medium and allowed to
adhere and grow.When the layer was 70%–80% con-
fluent, FRCs were stimulated with IFNγ (10 ng/mL),
LPS (100 ng/mL) or polyinosinic:polycytidylic acid
(Poly I:C; 12.5 µg/mL) (all from Invitrogen) for 6 h for
messenger RNA (mRNA) expression, and for 48 h
for flow cytometry and tryptophan and kynurenine
determination.

FRC T-cell co-culture

In this study, 20 × 103 SP-FRCs or 10 × 103 LN-
FRCs/well were seeded on 24-well plate coated with
anti-human CD3 (10 µg/mL) (Biolegend) and allowed
to adhere overnight.Then medium was removed and
naïve CD4+ T cells, isolated as described [20], were
added at a 1:20 of FRC/T-cell ratio in 10% FCS
RPMI-complete medium containing soluble anti-
human CD28 (4 µg/mL) (Biolegend). For transwell
co-cultures, after the overnight adhesion of FRCs in
the lower chamber, isolated naïve CD4+ T cells were
added on the CD3 pre-coated transwell inserts (pore
size 0.4 µm, Corning, Lonza).

FACS analysis

The following monoclonal antibodies conjugated with
Alexa 488, fluorescein isotiocyanate, phycoerythrin,
phycoerythrin cyanin 5.5, Alexa 647 or allophycocyanin
were used for flow cytometric analysis: CD40 (5C3),
CD80 (L307.4), CD44 (G44-26), CD45 (2DI), CD31
(M89D3), CD29 (MAR4) (BD Biosciences); HLA-
ABC (W6/32), HLA-DR (L243), CD86 (IT2.2),
CD90 (5E10), CXCR4 (12G5), CD273/PD-L2
(24F.10C12), CD274/PD-L1 (29E.2A3) and CD54
(HCD54) (Biolegend). Immunofluorescence stain-
ing was performed by incubating the cells in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 5 mmol/L
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1% FCS
in the presence of saturating amounts of fluorochrome-
conjugated antibodies for 30 min at 4°C.To avoid the
binding of antibodies to the Fc receptor, cells were
pre-incubated for 5 min at 4°C with FcR Blocking
Reagent, according to the supplier’s instructions
(Miltenyi Biotec). Staining with purified monoclo-
nal anti-LT-βR (31G4D8) (Biolegend) or polyclonal
anti-Podoplanin (PDPN) (FL-162) (Santa Cruz Bio-
technology) antibodies was followed by incubation
with fluorochrome-conjugated, multiadsorbed f(ab’)2
fragments of donkey anti-mouse or anti-rabbit im-
munoglobulin (Ig)G (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). The cells were fixated with CellFix
solution (BD Biosciences) prior to flow cytometry anal-
ysis. For the intracellular staining, and according to
the manufacturer’s instructions, cells were treated with
Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for
20 min at 4°C, washed with Perm/Wash buffer (BD
Biosciences) and stained with monoclonal SMA
(EPR5368) (Millipore), followed by fluorochrome-
conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of
anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Labora-
tories), all diluted in Perm/Wash buffer. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences) from the Centro de Citometría y
Microscopía de Fluorescencia (Complutense
University, Madrid, Spain).

Real-time quantitative reverse transcription PCR

RNA isolation was performed using Absolutely RNA
Microprep kit (Stratagene), including a DNase I di-
gestion step, as recommended by the supplier, to avoid
genomic DNA contamination. Total complementary
DNA (cDNA) was synthesized using High Capacity
cDNA ReverseTranscription Kit (Applyed Biosystems,
Thermo Fisher Scientific), according to the suppli-
er’s instructions, and then used as target in the PCR
amplifications.

Real-time PCR was performed using specific pre-
designedTaqMan Gene expression assays for different
genes (Supplementary Table S1), all of them obtained
from Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific).
GNB2L1 was used as endogenous control. All PCR
reactions were set in duplicates using the TaqMan
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific) according to the manufac-
turer’s instructions. Amplifications, detections and
analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-
time PCR System (Centro de Genómica, Complutense
University, Madrid, Spain). The ΔCt method was
used for normalization to GNB2L1. Hence, the ex-
pression of each target gene was calculated as
2(CtGNB2L1 – Ct target gene) and 1 arbitrary unit corresponds
to a ΔCt value of -10. Fold-change expression was then

calculated as the ratio between the expression in treated
versus intra-individual control cells.

Kynurenine and tryptophan quantification by high
pressure liquid chromatography

Tryptophan and Kynurenine were quantified by reverse
phase high pressure liquid chromatography (HPLC).
All cell supernatants were deproteinized with
trichloroacetic acid treatment before analysis. Kyn-
urenine concentration was measured recording
ultraviolet (UV) absorbance at a wavelength of 360 nm
using a HPLC-UV-system (Spectra-Physics (SP8800
HPLC pump, SP100 UV absorbance detector and
SP4400 computing integrator from Thermo Electron
Corporation). Tryptophan emission fluorescence at
366 nm, after excitation at 286, was detected using
a HPLC-Fluorescence-Spectra System (P2000
HPLC pump, SCM1000Vacuum Membrane Solvent
Degasser, FL3000 fluorescence detector, Thermo
Electron Corporation). In both cases, stationary
phase was Spherisorb ODS2 C18 columns 5 µ
(25 mm x 4.6 mm internal diameter) (Waters). The
eluent was 5% CH3CN in 15 mmol/L acetate buffer,
ph 4.00 (Panreac AppliChem) and elution flow was
set at 1 mL/min. For quantification, the peak area
of each sample injected was compared with stan-
dard curves (r2 = 0.99), obtained in parallel, using
ChromQuest™ 4.4 software (Thermo).

Statistical analyses

All values reported in the figures are given as
mean ± standard error of the mean (SEM). Mann-
Whitney test was used to compare differences.
Statistical analysis was performed using Statgraphics
Centurion XVI.Values of P ≤ 0.05 (*), P ≤ 0.01 (**)
or P ≤ 0.001 (***) were considered to be statistically
significant.

Results

Human LN and SP-FRCs share basic phenotypic
characteristics with murine FRCs

To analyse the functional characteristics of human
FRCs, we established cell cultures from mesenteric
LNs and spleen.We characterized LN-FRC cultures
from four donors and SP-FRC cultures from six donors
that were grown up to eight passages. All the cell cul-
tures derived from the same organ showed similar
phenotypic characteristics.

Since the first passage, the adherent cells grew in
monolayer and exhibited fibroblastic morphological
features that were distinct depending on their origin.
LN-FRCs were larger, with a fusiform shape featuring
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long extensions (Figure 1B and D and Supplemental
Figure S1), whereas splenic cells grew in groups and
were rich in lamellopodia (Figure 1A and C and
Supplemental Figure S1).When these cells where co-
cultured at low ratios with CD3- to CD28-stimulated
T lymphocytes, FRCs restrained their proliferation and
did not reach cell confluence, organizing themselves
as reticular networks displaying a star-like shape
and by intertwining long cell projections (Figure 1E
and H).When FRCs and activatedT cells were cultured

in transwell plates, separated by a porous membrane,
FRCs’ morphology and proliferation were barely
affected, suggesting the importance of cell-to-cell
contact (data not shown).

Flow cytometry characterization showed that,
from the third passage, all cell cultures were non-
hematopoietic (CD45−), non-endothelial (CD31−

[PECAM1]), myofibroblastic (CD90+CD29+ vimentin+

smooth muscle α-actin [SMA]+) and podoplanin
positive (PDPN+) cells (Figure 2A and Supplemental

Figure 1. FRCs form a cell network after cell-to-cell interaction with activated T cells. (A–D) Phase-contrast images showing differences
in morphological features of SP- (A, C) and LN- (B, D) FRCs maintained under standard cell culture conditions. (E–F) Changes in FRC
expansion and organization after 5 days of co-culture with CD3–CD28 activated T cells at a 1:20 FRC:T-cell ratio. Phase-contrast mi-
crographs of SP (E, G) and LN (F, H) FRCs cultured in the absence (E, F) or presence (G, H) of activated T cells. Scale bar is 200 µm
in A–D images and 100 µm in E–H images.
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Figure S1).The expression of podoplanin, confirmed
by quantitative polymerase chain reaction (qPCR),
was detected in higher levels on LN-FRCs (Figure 2B).
These features agreed with the specific phenotype
described for ex vivo isolated FRCs in mice [5,19] and
humans [19]. FRCs showed strong expression of
CD44, a multifunctional adhesion molecule, and lower
levels of CD54 (intercellular adhesion molecule-1,
ICAM1). Lymphotoxin beta receptor (LTβR) and
CXCR4, implicated in FRC homeostasis [21,22], were
also constitutively expressed. Interestingly, we found
a small and constant CXCR4hi subpopulation in both
types of FRCs (Figure 2A). qPCR analysis also
demonstrated the expression of the receptor for
platelet-derived growth factor (PDGFRβ) largely
responsible for myofibroblast proliferation [23], and

of junctional adhesion molecule-3 (JAM-3), a member
of a family of transmembrane proteins that forms
part of tight junctions. Signalling through this adhe-
sion molecule has been recently described to control
CXCL12 and CCL21 chemokine secretion in murine
FRCs [24] (Figure 2B).

Constitutive expression of immunomodulatory factors in
human FRCs

Further analysis of the transcription profile of
FRCs allowed a better knowledge of their functional
capabilities (Figure 3).We found transcripts for trophic
molecules such as granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), FMS-like tyrosine kinase

Figure 2. Phenotypic characterization of FRCs. (A) FRCs derived from human spleen (left panels) and LN (right panels) from passage
3–6 were analyzed using flow cytometry. The forward and side light scatter properties (FSC-SSC, upper dot plot) and expression of the
indicated molecules (open histograms) are depicted. Gray-filled histograms represent isotype control staining. A representative experi-
ment out of four is shown. (B) Transcripts for ACTA2 (coding for SMA), PECAM1 (coding for CD31), PDNP, PDGFRβ and JAM-3
were determined using real-time PCR in SP-FRCs (gray bars) and LN-FRCs (white bars). GNB2L1 was used as endogenous control.
Bars depict the mean ± SEM and represent 3–5 independent experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different
donors. ND, not detected. *P ≤ 0.05 using Mann-Whitney test.
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3 ligand, stem cell factor, vascular endothelial growth
factor A and interleukin (IL)-7 while IL-10 was not
expressed. The transcription of both IL-15 and IL-
15 receptor alpha (IL15RA) suggests their ability of
induce an efficient IL-15–mediated signal as was de-
scribed in human spleen–derived fibroblastic cells [17].
FRCs produced high levels of transcripts encoding
the two important pleiotropic immunomodulatory
signals transforming growth factor (TGF)β and
IL-6, yet SP-FRCs expressed less TGFβ and more
IL-6 than LN-derived cells. A priori, they could be
considered, respectively, pro-inflammatory and
anti-inflammatory signals. However,TGFβ is a pow-
erful cytodifferentiating factor for myofibroblast [23]
and necessary forTh17 polarization [25], whereas IL-6
can also promote the development of immunosup-
pressive myeloid populations [26]. IL-1β was also
detected but at quite lower levels, almost undetect-
able in SP-FRCs. Other members of the TGFβ
superfamily, BMP2, BMP4, BMP6 and Activin A
(INHBA) transcripts, were expressed in FRCs. Of
note, splenic cells produce high levels of BMP4,
whereas in LN-derived cells Activin A was strongly
transcribed (Figure 3B).

Under steady state, FRCs did not expressed the
chemokines CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1 and
CXCL10 but contained transcripts for CCL2 and
CXCL12 (Figure 3C). It is remarkable that SP-
FRC expressed two-fold CCL2 and eight times as
much CXCL12 than LN-FRCs.We were neither able
to detect transcripts for CXCL13, whose expression
is restricted to follicular dendritic cells and marginal
reticular cells, nor CCL19 and CC21, both associated
with T-cell areas. Nonetheless, 48 h of co-culture with
T cells was sufficient to induce the transcriptions of
CCL19 in LN- and SP-FRCs, whereas CCL21 and
CXCL13 remained undetectable (not depicted).

Notch receptors and ligands conform to an ancient
cell-to-cell signalling pathway that defines cellular
niches in lymphoid tissues regulating immunity [27].
Furthermore, expression of Delta like canonical
Notch ligand 1 (DLL1) and Delta like canonical
Notch ligand 4 (DLL4) in CCL19 + FRCs is key in
the contribution of Notch-mediated signals instruct-
ing hematopoietic lineages within the regional
compartments of SLOs [28]. This study shows that
DLL1-expressing fibroblastic cells drive the differen-
tiation of MZ B cells and MZ Esam + dendritic cells

Figure 3. Expression of immunomodulatory molecules in human FRCs. Real-time reverse transcription PCR was performed to analyze
the expression of the indicated genes in FRCs derived from spleen (gray bars) and LN (white bars) under basal conditions. (A) Cytokines,
(B) BMP ligands and activin A (INHBA), (C) Chemokines, (D) Notch receptors and ligands and (E) Toll-like receptors (TLR) mRNA
expression are shown as mean ± SEM of 3–5 independent experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different
donors. GNB2L1 was used as endogenous control. ND, not detected. Low values are indicated. *P ≤ 0.05 and **P ≤ 0.01 using Mann-
Whitney test.
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(DCs) in the spleen while DLL4 is the essential ligand
required for the differentiation of follicular helper T
cells in the LN [28]. However, our results showed that
human FRCs presented a higher transcription of Notch
receptors than their ligands (Figure 3D), although this
could reflect the higher turnover of Notch receptors
as a consequence of γ-secretase activity during sig-
nalling. Notch-4 expression was restricted to SP-
FRCs, which also showed four-fold more Notch1 and
Notch3 transcripts than LN-FRCs. Splenic cells also
expressed more Jagged 2, DLL1 and DLL4 ligands
than LN-FRCs, although Jagged 1 was, in any case,
the most transcribed. These important differences
found in the pattern of expression of Notch mol-
ecules in LN- and SP-FRCs suggest that they may
support functionally different niches and that they
would also differ in their response after contacting with
Notch-ligand–expressing leukocyte populations.

Pro-inflammatory response of FRCs to innate and
adaptive immune signals

In steady state, FRCs produced transcripts for most
Toll-Like Receptors (TLR) (Figure 3E), which quali-
fies them as sentinels of an innate immune system.
TLR4, a sensor of bacterial lipopolysaccharide (LPS)
and cell damage–associated molecular patterns, showed
the highest expression in both SP- and LN-FRCs.We
also found that the expression of TLR3, which is ac-
tivated by doubled-stranded RNA, detecting viral
infections, was more than ten-fold higher in splenic
cells than in LN-FRCs.

To ascertain whether human FRCs could
actually respond to pathogen threat and adapt their
characteristics to infection, we analysed the effect of
LPS or Poly I:C treatments on the expression of
immunomodulatory molecules in FRCs.To compare
the responses to innate and adaptive signals, we
also included IFNγ treatment as a typical cytokine
produced by stimulated T cells.

As shown in Figure 4, after 6 h in the presence of
these inflammatory stimuli, the changes in the tran-
scription profile of FRCs were noticeable. TLR4
stimulation modified the expression of a wide array
of immunomodulatory genes, which would promote
the recruitment and stimulation of most leukocyte
populations. Although the response was stronger in
the splenic cells, both types of FRCs sharply in-
creased the production of CCL2 transcripts and began
to express CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 in re-
sponse to LPS (Figure 4A). Moreover, this stimulus
drastically induced GM-CSF transcription, and also
augmented significantly M-CSF, IL-6, IL-15 and
IL-15RA production (Figure 4B).

The response of SP-FRCs via TLR3 was similar
to the above described to LPS but unable to induce

the expression of two important factors such are GM-
CSF and M-CSF. In contrast, according to the lower
expression ofTLR3 found in LN-FRCs, Poly I:C treat-
ment merely increased the transcripts for CXCL10
in these cells reducing also the transcription of M-CSF.

IFNγ stimulation has a more reduced effect on
FRCs than pathogen threats. It exclusively increased
the transcription of IL-15, IL-15RA, CCL2 and
CXCL10 in SP-FRCs but not in LN-FRCs, which
were only induced to overexpress vascular endothelial
growth factor A. However, in these cells the amounts
of CXCL12 andTGFβ transcripts were reduced after
any of the assayed stimuli.

We further assessed the effect of these inflamma-
tory signals on the expression of cell membrane
immunomodulatory molecules. Flow cytometry anal-
ysis showed that, under steady state, FRCs hardly
expressed the co-stimulatory molecules CD40, CD80
and CD86. Furthermore, their levels did not change
after 48 h of culture neither in the presence of TLR
stimuli nor in response to IFNγ (data not shown). In-
terestingly, the expression of classic HLA class I
antigens increased in these conditions and, exclu-
sively LN-FRCs began to express detectable levels of
surface HLA class II molecules in response to IFNγ
(Figure 4C).

FRCs also activate immunosuppressive pathways in
response to inflammatory signals

Duration and strength of T-cell expansion during the
acute immune response is finely regulated in SLO by
immunosuppressive mechanisms to reach a balance
between effectiveness and tissue damage. Among them,
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), which mediates
tryptophan (Trp) degradation and the synthesis of its
immunomodulatory metabolites [29], and Arginase 1
(ARG1), which metabolizes L-arginine to L-ornithine
and urea [30], can both limit the expansion of patho-
gens and suppress T-cell responses independently of
antigen specificity. Our results showed that short-
time (6 h) exposure to IFNγ induced in human FRCs
the expression of transcripts for IDO1 (Figure 5A) but
not for IDO2 nor ARG1 (not depicted). We wanted
to confirm IDO enzymatic activity by quantification
of Trp and Kynurenine metabolites in supernatants
using HPLC. We found a sharp reduction on Trp
concentration in 48-h IFNγ-treated cultures, which
evidenced its Trp catabolism in these cultures. IDO
activity was further confirmed by a remarkable in-
crease in kynurenine production only in IFNγ-
treated FRCs (Figure 5B and C).

We next tested using qPCR the expression in FRCs
of another two typically inducible enzyme activities,
Cyclooxygenase 2 (COX2) and NOS2. COX2, the
rate-limiting enzyme for the synthesis of prostanoids,

646 J.Valencia et al.



Figure 4. Regulation of immunomodulatory molecules in FRC lines in response to inflammatory signals. Semi-confluent SP- and LN-FRCs
were cultured during 6 h in media alone (CTRL) or in the presence of IFNγ (10 ng/mL) or LPS (100 ng/mL) or Poly I:C (12.5 mg/mL).
The expression of transcripts for cytokines (A) and chemokines (B) was determined using quantitative PCR. Data show the fold-change rel-
ative to individual control values (dotted line; set as 1) except for CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 that are represented in absolute terms,
as arbitrary units, because at least in one experiment, the expression in control cells was undetectable. GNB2L1 was used as endogenous
control. Bars represent the mean ± SEM of 3–4 independent experiments. ND, not detected. Low values are indicated. *P ≤ 0.05 and **P ≤ 0.01
using Mann-Whitney test. (C) Flow cytometry analysis of the expression of HLA molecules on FRCs cultured during 48 h in the presence
of the indicated stimuli (open histograms).The total mean fluorescence intensity (MFI) and background fluorescence (gray filled) are shown
in each histogram. Data are representative of three independent experiments performed with three cell cultures from different donors.
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was constitutively expressed in human FRCs. LN-
FRCs produced twice as many transcripts as splenic
cells but only SP-FRCs increased its transcription,
after stimulation with IFNγ or LPS (Figure 5D). In
mice, the inhibitory effect exerted by FRCs on T cells
is mediated by NO production [5,6,8]. In contrast,
human FRCs did not express NOS2 in response to
any of the stimuli assayed even after 48 h of culture
(not depicted). Neither the synergistic action of
IFNγ and TNFα nor the direct contact with activated
T cells were able to induce either the transcription of

NOS2 or detection of NO in culture supernatants
(not depicted).

Among the plethora of immunosuppressive signals,
soluble Galectin-1 (LGALS1) affects a wide variety
of cells by diverse mechanisms, reversing the clinical
symptoms of autoimmune and chronic inflamma-
tion in mice [31].We found that FRCs constitutively
expressed this galectin and that its expression was
up-regulated in LN-derived cells in response to
IFNγ or LPS, but remained yet in levels similar to
those found in SP-FRCs (Figure 5E). Of note, we also

Figure 5. Induction of immunosuppressive mechanisms by inflammatory stimuli in FRCs. Spleen or LN FRCs were cultured in media
alone (CTRL) or in the presence of IFNγ, LPS or Poly I:C during 6 h (A, D, E and F) or 48 h (B, C and G). (A, D, E and F) The ex-
pression of the indicated genes was determined using qPCR. GNB2L1 was used as endogenous control. Mean ± SEM of 3–5 independent
experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different donors are shown. ND, not detected. Low values are indi-
cated. ##P ≤ 0.01, significance of LN-FRCs to SP-FRCs under control conditions; *P ≤ 0.05 and **P ≤ 0.01, significance of stimulated
to CTRL cells (both using Mann-Whitney test). (B and C) The concentrations of tryptophan (B) and kynurenine (C) in cell-free and
protein-depleted culture supernatants were quantified using HPLC. Data represent one of two independent experiments with similar results.
ND, not detected. (G) Expression of PDL1 and PDL2 (open histograms) was determined using flow cytometry. The total MIF and the
background staining (gray histograms) are shown in each histogram. Data are representative of three independent experiments.
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tested the ability of human FRCs to produce the
immunosuppressor cytokine IL-10 but found that none
of the stimuli used in this study was able to induce
its expression.

Retinoic acid (RA) is synthetized by certain
immune populations, linking environmental cues to
immune response and cell fate [32]. The role of this
vitamin A metabolite is of special relevance in the
intestine where it is crucial to generate gut-homing
T cells [33], influencing also in the balance between
effector and regulatory T-cell differentiation [34].The
tissue-restricted production of RA is mediated by the
expression of cell-specific retinaldehyde dehydroge-
nases (RALDHs) [32], demonstrated in the stroma
of mesenteric LNs but absent in skin draining LNs
in mice [33]. Interesting only FRCs derived from mes-
enteric LNs constitutively expressed retinaldehyde
dehydrogenase 1 that remains invariant in response
to inflammatory stimuli (Figure 5F).This suggests that
these cells maintain their specific organ identity. Future
experiments would help in determining their efficien-
cy to direct the expression of CCR9 and α4β7 integrin
on stimulated T cells.

Flow cytometry analyses demonstrated that FRCs
expressed Programed Death 1 (PD-1) ligands, PD-L1
and PD-L2, which can function as potent co-inhibitory
signals on T cells [35]. SP-FRCs presented on their
membrane higher levels of PD-1 ligands than LN-
FRCs and only IFNγ and Poly I:C promoted its
increase (Figure 5G). In addition, whereas they re-
mained lower in LN-FRCs after stimulation via TLR,
again IFNγ was more effective at inducing the ex-
pression of inhibitory signals.

Human FRCs express deformed epidermal
autoregulatory factor 1 and peripheral
tissue–restricted antigens

Thymic stroma drives the deletion of a great propor-
tion of autoreactive T cells and controls the
differentiation of natural regulatoryT cells. However,
peripheral selection of autoreactive clones that escape
intrathymic selection is essential for tolerance to pe-
ripheral tissue–restricted antigens (PTA) [36]. This
mission is achieved in murine LN, where FRCs express
deformed epidermal autoregulatory factor 1 (Deaf1)
[4,37].This Aire-like transcription factor mediates the
ectopic expression of PTAs that are relevant in auto-
immunity. FRCs are able to present PTAs to CD8+ T
lymphocytes directly deleting self-reactive clones [3,4].
Our results demonstrated that, as in mice, human FRCs
expressed DEAF-1, whereas AIRE was at the limits
of detection (Figure 6A).We also detected relevant levels
of transcripts encoding for insulin (INS), higher in LN-
FRCs, and the product of differentiated melanocytes,
D-dopachrome tautomerase (DDT) enzyme. On the
contrary, thyroglobulin (TG), considered a prototype
of hidden self-antigen but expressed in the human
thymus [38], was absent in FRCs (Figure 6B).

Discussion

The analysis of FRCs derived from human spleen and
mesenteric LN reveals that these cell populations
present similar, but not identical, phenotypic and
immunomodulatory features to those described in
animal models. However, although FRCs are main-
tained in vitro, without the influence of organ-specific

Figure 6. Human FRCs express DEAF1 and relevant PTA. mRNA expression of (A) AIRE and DEAF1 and (B) INS, DDT and TG
antigen were measured using quantitative PCR in cultured SP- and LN-FRCs. GNB2L1 was used as endogenous control. Data represent
the mean ± SEM of three independent experiments from at least three cell cultures from different donors. ND, not detected. Low values
are indicated. *P ≤ 0.05 using Mann-Whitney test.
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cues, FRCs derived from spleen and LN show dis-
tinct morphological and phenotypic features suggesting
that specific epigenetic information would largely
sustain their linage identity. Nonetheless, our results
confirm the requirement of a signaling interplay
between FRCs and their cellular environment for
their terminal differentiation and functional special-
ization.Thus, human FRCs lack CCL19 and CCL21
expression but they restart the transcription of the
former after co-culture with T cells. Immortalized
murine FRCs also lose the capacity to secrete
these chemokines [39,40] and in vivo experiments
demonstrate that T-cell area FRCs require LTβR
signaling for CCL19 expression while fluid flow is
the unique requisite for CCL21 transcription [41].
Consequently, although we can tentatively propose
that FRCs belong to a particular subpopulation, they
probably may present a functional plasticity regu-
lated by the cross-talk with other leukocytes or stromal
cell populations.

Remarkable is the dramatic change in FRC mor-
phology observed after the contact with stimulated T
cells, organizing themselves in an open reticulum that
reminds the network found in vivo in SLO.The culture
of murine FRCs in matrix gels favors their spread-
ing and the extension of protrusions, with PDPN as
a critical regulator of the FRC cytoskeleton.There is
no known PDPN ligand expressed on T lympho-
cytes but these cells, particularly activated T cells,
express the membrane anchored lymphotoxin
heterotrimer [42,43] that is required for the termi-
nal differentiation of FRCs. Indeed, Katakai et al. [40]
showed that simultaneous stimulation through
tumor necrosis factor receptor (TNFR) and LTβR
was enough to induce the organization of a network
by murine FRC lines.

Spleen protects the body against blood-borne
pathogens. Splenectomized patients are more prone
to develop sepsis, pneumonia and meningitis [44], but
splenectomy might also dampen systemic inflamma-
tion after trauma [45].The functional characteristics
of human SP-FRCs indicate that they take a rele-
vant part of this immune sentinel role.They are more
disposed to respond to pathogen threats than LN-
FRCs, and their pro-inflammatory responses to LPS
or Poly I:C are more robust. However, the mesen-
teric origin of LN-FRCs could explain part of the
differences observed, associated with gut immunity.
In mice, FRCs from mesenteric LN show lower ex-
pression of several cytokines, including IL-6 and IL-7,
than those from skin draining LNs [1,19], whereas
among the short list of genes up-regulated stand out
those involved in the RA metabolism or those up-
regulated by RA [19]. In consonance, human
mesenteric LN-FRCs express retinaldehyde dehydro-
genase 1 enzyme, which is indicative of the capacity

to synthetize RA. Probably also in agreement with
their mesenteric origin, the autoantigen INS was
up-regulated, although the expression of DEAF1 was
similar to SP-FRCs. The clinical relevance of PTA
expression in SLO was recently demonstrated [37].
Pancreatic LNs from type 1 diabetic patients lack INS
expression, which correlates with the up-regulation of
a dysfunctional isoform of DEAF-1.

BMP4 and Activin A, members of TGFβ super-
family, are also differentially expressed in SP- and LN-
FRCs. Both molecules have an immunomodulatory
role, and DCs [46,47] andT lymphocytes [20,48–50]
are among their target cells. Activin A, expressed at
higher levels in LN-FRCs, has different effects de-
pending on the cellular and cytokine context. It drives
follicular helperT-cell differentiation [48] and synergizes
with TGFβ1 favoring Th17 polarization [50] or the
induction of peripheral regulatoryT cells [49]. On the
other hand, BMP4, expressed at important levels in
SP-FRCs, is implicated in the homeostasis of naïve
T cells [20], and its expression is up-regulated in the
murine spleen during acute anemia promoting the ex-
pansion of a particular population of resident stress
erythroid progenitors [51]. Supporting a role for FRCs
in this process, hypoxia induces BMP4 expression
in murine splenic fibroblastic stromal cells [52]. Al-
though this issue has not been reported in humans
yet, the expression of BMP4, CXCL12 and stem cell
factor by SP-FRCs points to a possible role for human
FRCs regulating splenic extramedullary hematopoiesis.

Myeloid populations in LN and spleen are essen-
tially different. Splenic stroma must provide particular
niches that control their homeostasis. SP-FRCs express
constitutively M-CSF, a survival and differentiation
factor for monocytes and macrophages and two- fold
as much CCL2 as LN-FRCs, an important chemokine
for monocyte recruitment. Spleen hosts a reservoir
of bona fide monocytes in the red pulp that outnum-
bers their equivalents in circulation that are mobilized
to the bloodstream after acute injury and a fraction
of these egressed monocytes contributes to wound
healing [53]. However, paradoxically CCR2-/- mice
have normal numbers of monocytes in the spleen [53].
Instead, the increment of CCL2 production in the
spleen of tumor-bearing mice is necessary for the ac-
cumulation of myeloid cells in the MZ where cross-
present tumor Ag and tolerize CD8+ T lymphocytes
[54]. Trauma [55] and sepsis [56] also trigger the
accumulation of this immunosuppressive population
in mouse spleen. Furthermore, from the spleen also
egress myeloid cells that contribute to the tumor-
associated macrophage (TAM) population [57].
Interestingly, SP-FRCs respond to stimulation via
TLR4, increasing drastically the transcription, among
others, of CCL2, CCL5, CXCL10, GM-CSF, M-CSF,
IL-1β, IL-6 and IL-15/IL-15Ra without reducing
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TGFβ or LGALS1, while increasing concomitantly
COX2 transcription. Together, this would result in a
signaling milieu that may promote the recruitment
of monocytes and myeloid progenitors that could
differentiate in the spleen in this new context. Future
experiments with FRCs would help in a better un-
derstanding of how cancer and inflammation can
promote the production of tolerogenic myeloid popu-
lations in the spleen.

After IFNγ stimulation, IDO1 activity is strongly
up-regulated in human FRCs and consequently tryp-
tophan availability decreases, which would hamper the
proliferation of cancer cells. However, immune function
is also sensitive to Trp scarcity and Trp metabolites,
favoring tolerance [29]. Under normal circumstances,
IDO activity should only occur in FRCs when T-cell
activation has been achieved, and then it would
attempt to control the immune responses. In humans,
IDO1 expression is also found in cancer cells and
cancer-associated stromal cells, however, tumor-
draining LNs do not seem to differ in the number or
the nature of IDO1-expressing cells [58], suggesting
that cancer cells do not induce the expression of
IDO1 in FRCs.

NO release is the main mechanism exerted by
murine FRCs to suppress T-cell responses [5,6,8].
Moreover, in a model of sepsis, the pro-survival effect
of FRC therapy is completely dependent on their
NOS2 expression [15], suggesting a pleiotropic role
for released NO. In contrast, our results indicate that
human FRCs do not up-regulate NOS2 transcrip-
tion, and IDO1 appears to be the most important
enzymatic pathway induced after IFNγ stimulation.
The equivalent difference between human and mouse
is observed in MSCs. Hence, IDO activity mediates
the suppressive effect exerted by human MSCs on T
cells, whereas the mediator of mouse MSCs is NO
[59]. COX2 expression is also detected in FRCs
but, in contrast to MSCs [60], it is not considerably
up-regulated after inflammatory stimulation. So
human and murine FRCs would regulate T-cell
responses using different mechanisms than murine or
human MSCs, which suggests particular qualitative
functional outcomes.

This report illustrates human FRCs as impor-
tant potential players integrating innate and adaptive
immune responses and balancing tolerance and im-
munogenicity. Phenotypically, FRCs are a committed
cell lineage with no differentiating potential and
then they cannot directly contribute to tissue repair–
producing new resident cells as MSCs do. However,
their transcription profile points to a strong capacity
of human FRCs to act as immunomodulators but
using mechanisms that may differ from mice. Hence-
forward, FRC cultures will be valuable cellular
models to increase our knowledge about human SLO

microenvironments in health and disease. Also, the fea-
sibility of obtaining FRCs without a complex protocol
opens the possibility of using autologous FRCs as a
therapeutic tool such are MSCs or as feeder cells to
produce in vitro therapeutic leukocytes.
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Blockade of bone morphogenetic protein
signaling potentiates the pro-inflammatory
phenotype induced by interleukin-17 and
tumor necrosis factor-α combination in
rheumatoid synoviocytes
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Abstract

Introduction: Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional secreted growth factors regulating a broad
spectrum of functions in numerous systems. An increased expression and production of specific BMPs have been
described in the rheumatoid arthritis (RA) synovium. The aim of this study was to analyze the involvement of the BMP
signaling pathway in RA synoviocytes in response to interleukin-17 (IL-17) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α).
Methods: The expression of components of the BMP signaling pathway (BMP receptors, BMP ligands, BMP signal
transducers, and BMP antagonists) was analyzed by quantitative polymerase chain reaction before and after
treatment of RA synoviocytes with TNF-α or IL-17 or both. Regulation was studied in the presence of the specific
BMP inhibitor DMH1 (dorsomorphin homologue 1) or an exogenous BMP ligand, BMP6. Expression and production of
pro-inflammatory cytokines (IL-6 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), chemokines (IL-8, CCL2, CCL5,
and CXCL10), and matrix metalloproteinases (MMP-1, −2, −3, −9, and −13) were analyzed.

Results: RA synoviocytes express BMP receptors (mainly BMPRIA, ACTRIA, and BMPRII), signal transducers of the Smad
family (Smad1 and 5 and co-Smad4), and different BMP antagonists. The modulation of the expression of the BMP target
genes—Id (inhibitor of DNA-binding/differentiation) proteins and Runx (Runt-related transcription factor) transcription
factors—after the addition of exogenous BMP shows that the BMP signaling pathway is active. RA synoviocytes also
express BMP ligands (BMP2, BMP6, and BMP7) which are highly upregulated after activation with TNF-α and IL-17.
Autocrine BMP signaling pathway can be blocked by treatment with the inhibitor DMH1, leading to an increase in the
upregulated expression of pro-inflammatory cytokines, chemokines, and MMPs induced by the activation of RA
synoviocytes with TNF-α and IL-17. Conversely, the additional stimulation of the BMP pathway with the exogenous
addition of the BMP6 ligand decreases the expression of those pro-inflammatory and pro-destructive factors.

Conclusion: The results indicate that the canonical BMP pathway is functionally active in human RA synoviocytes and
that the inhibition of autocrine BMP signaling exacerbates the pro-inflammatory phenotype induced in RA synoviocytes
by the stimulation with IL-17 and TNF-α.
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Introduction
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted signal-
ing proteins which form a subgroup of the transforming
growth factor-beta (TGF-β) superfamily [1]. BMPs are di-
meric proteins which, once secreted, bind to type I and
type II BMP receptors constituting multimeric receptor-
ligand complexes. Type II receptors are constitutively
active serine/threonine kinases which trans-phosphorylate
type I receptors upon ligand binding; subsequently, acti-
vated type I receptors phosphorylate and activate some
components of the Smad protein family, Smad1, 5, and 8,
called BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads) [1–3].
The common mediator Smad4 next binds to BR-Smads,
and the heteromeric complexes translocate to the nucleus
to regulate the transcription of BMP target genes, includ-
ing Id (inhibitor of DNA-binding/differentiation) proteins
and Runx (Runt-related transcription factor) transcription
factors [1, 2]. In addition to this canonical signaling path-
way, activated BMP receptors may initiate non-canonical
Smad-independent signaling pathways [1].
BMPs were originally identified as growth and differenti-

ation factors for osteogenic cells but now are considered
multifunctional proteins implicated in the development of
virtually all organs and the renewal and maintenance of dif-
ferent adult tissues [1, 4–6]. The relevance of this pathway
is further emphasized by the fact that an aberrant BMP sig-
naling can result in several developmental defects and dis-
tinct human disorders, including cancer, chronic kidney
diseases, endocrine alterations, vascular diseases, and joint
and musculoskeletal disorders [7–10]. Rheumatoid arthritis
(RA) is the most common form of chronic inflammatory
arthritis characterized by persistent synovial inflammation,
articular damage, and altered immune response [11]. Sev-
eral BMP ligands, including BMP2, BMP6, and BMP7, have
been shown to be upregulated in the synovium of patients
with RA as well as in tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)
transgenic mice developing arthritis and in collagen-
induced arthritis models [12–14]. High levels of BMP7
have also been demonstrated in the synovial fluid of pa-
tients with RA, and levels are correlated with severity
of disease [15]. In contrast, BMP4 and BMP5 ligands
are downregulated in the RA synovium [16]. In collagen-
induced arthritis, a dynamic activation of the BMP signal-
ing pathway has been reported, showing a time-dependent
increase of the amount of phosphorylated BR-Smads and
the number of phospho-Smad1/5/8-positive cells [13].
Furthermore, fibroblast-like synoviocytes from patients
with RA have been demonstrated to express BMP recep-
tors [17] and to upregulate the expression of BMP2 and
mainly BMP6 after stimulation with pro-inflammatory cy-
tokines such as TNF-α, interleukin-1beta (IL-1β), and
IL-17 [14, 18, 19].
Despite all these data, however, only a few studies have

addressed the involvement of BMP signaling in RA,
pointing out a role for BMP6 and BMP7 in stimulating
the survival and the proliferation and extracellular matrix
component biosynthesis, respectively, in synoviocytes
[12, 14]. In the present study, we show that the canonical
BMP pathway is functionally active in human RA synovio-
cytes and that autocrine BMP signaling modulates the
expression of pro-inflammatory cytokines, chemokines,
and matrix metalloproteinases (MMPs).

Methods
Isolation and culture of rheumatoid arthritis synoviocytes
Synoviocytes were grown from synovial tissue samples ob-
tained from RA patients undergoing joint surgery. The
patients with RA fulfilled the American College of
Rheumatology criteria for RA [20]. Each individual signed
an informed consent form, and the protocol was approved
by the committee for the protection of persons participat-
ing in biomedical research of the Hospital of Lyon, in
compliance with the Helsinki Declaration. Briefly, synovial
tissue was minced in small pieces which were allowed
to fix on plastic plates. Those samples were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Eurobio, Courtaboeuf,
France) supplemented with 10 % fetal bovine serum
(Life Technologies, part of Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA), 2 % Penicillin-Streptomycin (Eurobio),
1 % L-glutamine (Eurobio), and 1 % Amphotericin B
(Eurobio) until cells grew out of the tissue and colonized
the plastic dishes. After cells reached confluence, tissue
pieces were removed and cells were trypsinized. Synovio-
cytes were used between passages 4 and 9. Each independ-
ent experiment was performed with a different batch of
synoviocytes isolated from different RA donors.

RNA extraction and purification
Cells were seeded in 12-well plates at a density of 5×104

cells/cm2. Cells then were treated for 12 h with different
combinations of IL-17 50 ng/mL (R&D Systems, Minne-
apolis, MN, USA), TNF-α 0.5 ng/mL (R&D Systems),
BMP-6 10 ng/mL (HumanZyme, Chicago, IL, USA), and
dorsomorphin homologue 1 (DMH1) 30 μM (Tocris
Bioscience, Ellisville, MO, USA). After 12-h treatment,
RNA was extracted by using an RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Venlo, Limburg, The Netherlands) in accordance
with the instructions of the manufacturer. RNA then
was quantified by using a Qubit RNA BR Assay Kit
(Life Technologies).

Real-time quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction
Total cDNA was synthesized by using a High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) in accordance with the instructions
of the supplier and then used as a target in the polymerase
chain reaction (PCR) amplifications. Pre-designed TaqMan
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gene expression assays for different genes were ob-
tained from Applied Biosystems. GNB2L1 was used as
an endogenous control. All PCRs were set in duplicates
by using the TaqMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) in accordance with the instructions
of the manufacturer. Amplifications, detections, and
analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time
PCR System (Centro de Genómica, Complutense Uni-
versity, Madrid, Spain). The ΔCt method was used for
normalization to GNB2L1.
Cytokine measurements
Culture supernatants of RA synoviocytes were harvested
after 12 h of treatment. IL-8 secretion was measured by
using an enzyme-linked immunosorbent assay (BioLegend,
San Diego, CA, USA) and IL-6 and granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) were
measured by using Cytometric Bead Array assays (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) in accordance
with the instructions of the manufacturers.
Statistical analysis
The Mann–Whitney test was used to compare differences.
Values of P ≤ 0.05 (*), P ≤ 0.01 (**), and P ≤ 0.001 (***)
were considered to be statistically significant.
Fig. 1 Expression of canonical BMP signaling components in RA synoviocy
patients with RA were used between passages 4 and 9 to study the expres
by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction. Frames show
family components, d BMP target genes, and e BMP antagonists. GNB2L1 wa
deviation) of three to five independent experiments. ACTRIA type IA activin re
BAMBI bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor,
protein receptor, BMPRIB type IB bone morphogenetic protein receptor, B
DNA-binding/differentiation, RA rheumatoid arthritis, Runx Runt-related transc
Results
Bone morphogenetic protein signaling pathway is
functionally active in human rheumatoid arthritis
synoviocytes
The expression of different components of the BMP sig-
naling pathway was analyzed in RA synoviocytes. BMP
receptor complexes are constituted by one of the follow-
ing type I receptors, type IA BMP receptor (BMPRIA)/
ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, and
type IA activin receptor (ACTRIA)/ALK-2, which com-
monly combine with type II BMP receptor (BMPRII) but
also the type IIA and IIB activin receptors (ACTRIIA and
ACTRIIB). In RA synoviocytes, BMPRIA and ACTRIA
were the most abundantly expressed type I receptors, and
the BMP-specific type II receptor BMPRII showed a high
level of expression (Fig. 1a).
Among ligands, the most highly expressed were BMP2

and BMP6 (Fig. 1b). Synoviocytes also expressed specific
RNAs for the Smad signal transducers, Smad1, Smad5,
and the common partner Smad4, as well as the well-known
BMP target genes, the Id protein family and Runx tran-
scription factors [1] (Fig. 1c, d).
Furthermore, BMP signaling is finely regulated at

multiple levels: at the extracellular space, several high-
affinity antagonists bind selectively with BMPs to inhibit
their biological actions; at the plasma membrane, the
tes. Synoviocytes grown from synovial tissue samples obtained from
sion of several components of the canonical BMP signaling pathway
the mRNA levels for a BMP receptors, b BMP ligands, c Smad protein
s used as an endogenous control. Bars represent the mean (± standard
ceptor, ACTRIIA type IIA activin receptor, ACTRIIB type IIB activin receptor,
BMP bone morphogenetic protein, BMPRIA type IA bone morphogenetic
MPRII type II bone morphogenetic protein receptor, Id inhibitor of
ription factor, Smad small mother against decapentaplegic homolog



Fig. 2 Modulation of BMP target gene expression in response to
exogenous BMP stimulation. Synoviocytes from patients with
rheumatoid arthritis were cultured in media alone (CTRL) or in the
presence of increasing concentrations of BMP6 (1–100 ng/mL). After
12 h, cells were harvested and the expression of several target
genes—Id1-4 a and Runx1-3 b factors—was analyzed by quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction. GNB2L1 was used as
an endogenous control. Results represent increments relative to
cultures with media alone. The mean (± standard deviation) of
three independent experiments is shown. BMP bone morphogenetic
protein, CTRL control, Id inhibitor of DNA-binding/differentiation, Runx
Runt-related transcription factor
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pseudoreceptor BAMBI associates with BMP receptors,
preventing the formation of active receptor complexes;
and intracellularly, inhibitory Smads and Smurfs inhibit
further signaling and activation of target genes [21].
The expression of different BMP antagonists was also
detected in RA synoviocytes, mainly the extracellular
antagonist Twisted gastrulation and the intracellular in-
hibitors Smad6 and Smad7 (Fig. 1e). In contrast, only
low levels of the pseudoreceptor BAMBI and the extra-
cellular antagonists Noggin and Chordin could be de-
tected in non-stimulated RA synoviocytes (Fig. 1e).
The functionality of the BMP pathway was analyzed by

studying the modulation of the expression of the compo-
nents of Id protein and Runx families after addition of
exogenous BMP. As shown in Fig. 2, stimulation of BMP
signaling in synoviocytes showed a dose-dependent trend
to increase the mRNA levels of Id1, Id2, and mainly Id3
and Runx2. On the contrary, the levels of transcripts for
Id4 and Runx3 tended to decrease after BMP stimulation
(Fig. 2a, b). These data indicated that BMP signaling
pathway is functional in RA synoviocytes.

Expression of bone morphogenetic protein pathway
components is upregulated by pro-inflammatory cytokines
in rheumatoid arthritis synoviocytes
We next examined the effects of critical pro-inflammatory
cytokines in RA, such as TNF-α and IL-17, on the ex-
pression of the different components of the BMP sig-
naling pathway. The culture of synoviocytes with IL-17
and TNF-α alone or in combination induced mainly a
3- to 4-fold increase in the expression of BMPRIB, the
least expressed type I BMP receptor in unstimulated
synoviocytes, and slight increases in the mRNA levels
of BMPRII and ACTRIIB receptors (Fig. 3a). The ex-
pression of Smad transcripts was hardly affected by the
pro-inflammatory treatment. In contrast, the expression
of BMP2, BMP6, and BMP7 ligands was notably increased
after culture with IL-17 and TNF-α and mainly when
the two cytokines were used in combination (8-, 9-, and
20-fold increases for BMP2, BMP6, and BMP7, respect-
ively) (Fig. 3b, c). The levels of BMP4 mRNA were,
however, reduced mainly in the presence of TNF-α
(Fig. 3b). Interestingly, stimulation with TNF-α alone or
with IL-17 enhanced the levels of transcripts encoding
the membrane-bound antagonist BAMBI and the intra-
cellular inhibitor Smad7 (3- to 5-fold and 2- to 3-fold
increases, respectively) and, to a lesser extent, the extracel-
lular modulator Twisted gastrulation (Fig. 3d).

Blockade of canonical bone morphogenetic protein
signaling potentiates cytokine production in rheumatoid
arthritis synoviocytes
The above data showing BMP receptor expression on
synoviocytes, along with an upregulated BMP expression
after pro-inflammatory cytokine stimulation, suggested
that BMP ligands produced by RA synoviocytes could
act in an autocrine manner. The highly selective type I
BMP receptor inhibitor DMH1, which blocks the canonical
BMP signaling pathway by inhibiting the BMP-induced
Smad 1/5/8 activation [22], was used to study the role of
endogenously produced BMP ligands in the expression of
inflammatory factors in synoviocytes. As reported [18],
IL-17, TNF-α, and mainly the combination of the two
cytokines mostly upregulated the expression levels of
the pro-inflammatory cytokines IL-6 and GM-CSF as well
as the chemokine IL-8, all involved in RA pathogenesis
(Fig. 4a). Remarkably, the simultaneous blockade of the
canonical BMP signaling pathway induced a further



Fig. 3 Regulation of BMP pathway components by pro-inflammatory cytokines. Rheumatoid arthritis synoviocytes were cultured in media alone
(CTRL) or in the presence of IL-17 (50 ng/mL) or TNF-α (0.5 ng/mL) or both. a-d Expression of several BMP pathway components, including a
BMP receptors, b BMP ligands, c Smad protein family components and d BMP antagonists, was studied by quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction after 12 h of culture. GNB2L1 was used as an endogenous control. Results represent increments in respect to cultures
in media alone. The mean (± standard deviation) of three independent experiments is shown. ACTRIA type IA activin receptor, ACTRIIA type IIA
activin receptor, ACTRIIB type IIB activin receptor, BAMBI bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor, BMP bone morphogenetic
protein, BMPRIA type IA bone morphogenetic protein receptor, BMPRIB type IB bone morphogenetic protein receptor, BMPRII type II bone morphogenetic
protein receptor, CTRL control, IL-17 interleukin-17, Smad small mother against decapentaplegic homolog, TNF-α tumor necrosis factor-alpha
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upregulation of the expression of these genes, so that in
some cases the higher levels reached after treatment with
IL-17 or TNF-α or both underwent a further 2- to 3-fold
increase (Fig. 4a). When protein levels were measured
in the culture supernatants, the secretion of IL-8 and
GM-CSF was also notably increased after treatment
with the BMP inhibitor DMH1 (Fig. 4b). No significant
variations were seen when IL-6 protein levels were de-
termined (Fig. 4b). Therefore, these results suggested an
anti-inflammatory role for BMP signaling.
Modulation of chemokine and metalloproteinase
expression in rheumatoid arthritis synoviocytes after
canonical bone morphogenetic protein signaling
inhibition
The expression of chemokines other than IL-8 was ana-
lyzed, and the results showed that BMP signaling inhib-
ition mainly augmented the expression of CCL2 induced
by IL-17 (Fig. 5a). However, the presence of the BMP in-
hibitor DMH1 did not significantly alter the expression
of CCL2 and CCL5 or markedly reduced the high



Fig. 4 Effects of BMP signaling blockade on TNF-α- and IL-17-induced cytokine and chemokine mRNA and protein expression in RA synoviocytes.
RA synoviocytes were simultaneously treated with the BMP pathway inhibitor DMH1 and IL-17 (50 ng/mL) or TNF-α (0.5 ng/mL) or both. a After
12 h, mRNA levels were analyzed by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction. Cells were left untreated as control, and the fold
induction is shown for each treatment. GNB2L1 was used as an endogenous control. Bars represent the mean (± SD) of four to six independent
experiments. Asterisks represent statistically significant differences between DMH1-treated and DMH1-non-treated cells (*P ≤0.05; **P ≤0.01; ***P ≤0.005;
by Mann–Whitney test). b Protein levels were determined by enzyme-linked immunosorbent assay/Cytometric Bead Array assays. Data shown
are expressed as fold induction compared with the untreated condition. Asterisks represent statistically significant differences between DMH1-treated
and DMH1-non-treated cells (*P ≤0.05; **P ≤0.01; ***P ≤0.005; by t test). Bars represent the mean (± SD) of three to five independent experiments.
BMP bone morphogenetic protein, CTRL control, DMH1 dorsomorphin homologue 1, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL
interleukin, MMP matrix metalloproteinase, RA rheumatoid arthritis, SD standard deviation, TNF-α tumor necrosis factor-alpha
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expression levels of CXCL10 induced in the presence of
TNF-α alone or in combination with IL-17 (Fig. 5a).
The treatment of RA synoviocytes with IL-17 or TNF-α

or both also upregulated the expression of MMP-2 and
MMP-3 metalloproteinases involved in synoviocyte migra-
tion and invasion as well as joint destruction [18, 23]
(Fig. 5b). When the canonical BMP signaling pathway was
simultaneously inhibited by the addition of DMH1, the
expression of both metalloproteinases underwent a fur-
ther significant increase, mainly after treatment with
TNF-α alone or together with IL-17 (Fig. 5b). In con-
trast, the upregulation of MMP-1, MMP-9, and MMP-
13 metalloproteinase expression induced by IL-17 and
TNF-α [24] was not significantly affected by the block-
ade of BMP signaling (Fig. 5b).

Effects of the addition of BMP6 on cytokine, chemokine,
and metalloproteinase expression in rheumatoid arthritis
synoviocytes
The effects of the addition of an exogenous BMP ligand,
inducing an additional BMP signaling pathway activation,
were also addressed. BMP6 was chosen because of its
notable expression levels in RA synoviocytes and its
high upregulation after synoviocyte stimulation with pro-
inflammatory cytokines (Figs. 1b and 3b). Remarkably, in
non-stimulated RA synoviocytes, cultured in the absence
of IL-17 or TNF-α, the expression of IL-6, GM-CSF, and
IL-8 was reduced by 50–70 % by the presence of BMP6,
and to a lesser extent CCL2, MMP-3, and MMP-13
expression was reduced by 40 % (Fig. 6a). No relevant
changes were observed in the expression of the metal-
loproteinases MMP-2, MMP-1, and MMP-9 and the
chemokines CCL5 and CXCL10 (Fig. 6a). Meanwhile,
in cytokine-activated RA synoviocytes, it could be noted
that the further stimulation of BMP signaling tended to
decrease the expression of most of the studied genes,
mainly when TNF-α was present (Fig. 6b). No consistent
differences were observed for the expression of MMP-1,
MMP-9, and MMP-13 metalloproteinases after BMP
ligand addition (not shown). All these data, then, sup-
ported the idea that the BMP pathway would have anti-
inflammatory effects.

Discussion
The increased expression and production of specific BMPs
(i.e., BMP2, BMP6, and BMP7) in the synovium and
synovial fluid of patients with RA as well as in mouse
models of arthritis have been reported by different groups



Fig. 5 Effects of bone morphogenetic protein inhibitor DMH1 treatment on TNF-α and IL-17 combination-induced chemokine and matrix
metalloproteinase mRNA expression in RA synoviocytes. Synoviocytes from patients with RA were left untreated (CTRL) or stimulated with
IL-17 (50 ng/mL) or TNF-α (0.5 ng/mL) or both in the presence or absence of DMH1. The expression of a the indicated chemokines and b matrix
metalloproteinases was analyzed by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction after 12 h of culture. GNB2L1 was used as an
endogenous control. Fold induction relative to untreated cells is shown, and the mean (± standard deviation) of four to six independent experiments is
presented. Asterisks represent statistically significant differences between DMH1-non-treated and DMH1-treated cells (*P ≤0.05; **P ≤0.01; ***P ≤0.005; by
Mann–Whitney test). CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5, CTRL control, CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10,
DMH1 dorsomorphin homologue 1, IL-17 interleukin-17, MMP matrix metalloproteinase, RA rheumatoid arthritis, TNF-α tumor necrosis factor-alpha
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[12–15]. However, the involvement of the BMP signaling
pathway in RA pathogenesis has been poorly analyzed.
In this study, we show the presence of a functionally

active BMP signaling pathway in synoviocytes. Human
RA synoviocytes express the three type I BMP receptors,
BMPRIA, BMPRIB, and ACTRIA, and the BMP-specific
type II receptor BMPRII. RA synoviocytes also express
the BR-Smads as well as the common partner Smad4.
All of these components are found to be efficient in sig-
nal transduction given the ability of synoviocytes to
modulate the expression of some BMP target genes, in-
cluding some Runx factors and members of the Id pro-
tein family, in response to exogenous BMP stimulation.
In addition, RA synoviocytes express BMP ligands which,
in agreement with previous work [14, 18, 19], are notably
upregulated after stimulation with pro-inflammatory cyto-
kines. These data suggest that some functional activities of
synoviocytes could be modulated by BMP in an autocrine
fashion, which is supported by our results using the select-
ive BMP inhibitor DMH1.
The blockade of BMP signaling with DMH1 significantly

enhances the expression of pro-inflammatory cytokines
(i.e., IL-6 and GM-CSF), chemokines (i.e., IL-8, CCL2, and
CCL5), and MMPs (i.e., MMP-2 and MMP-3) induced
in RA synoviocytes by the simultaneous treatment with
IL-17 and TNF-α alone or in combination. Conversely,
the stimulation of the BMP signaling pathway with an
exogenous BMP ligand reduces the expression of pro-
inflammatory and pro-destructive factors in both un-
stimulated and stimulated RA synoviocytes, mainly with
the IL-17 and TNF-α combination. Therefore, it could
be hypothesized that BMP signaling could have an anti-
inflammatory role in the control and maintenance of
low levels of pro-inflammatory factors in healthy syno-
viocytes and probably also in the early stages of RA
(Fig. 7). In this regard, Lories and Luyten [25] also



Fig. 6 Effects of exogenous BMP6 stimulation on cytokine, chemokine, and matrix metalloproteinase expression in RA synoviocytes. a The expression
of the indicated pro-inflammatory factors was analyzed by qRT-PCR in RA synoviocytes cultured in media alone (CTRL) or supplemented with BMP6
(10 ng/mL) for 12 h. b RA synoviocyte cultures were treated with IL-17 (50 ng/mL) or TNF-α (0.5 ng/mL) or both in the presence or absence of BMP6.
After 12 h, mRNA levels for the indicated factors were analyzed by qRT-PCR. Cells were left untreated as control, and the fold induction is shown for
each treatment. GNB2L1 was used as an endogenous control. Bars represent the mean (± standard deviation) of four to six independent experiments.
Asterisks represent statistically significant differences between BMP6-treated and -non-treated cells (*P ≤0.05; **P ≤0.01; ***P ≤0.005; by Mann–Whitney
test). BMP bone morphogenetic protein, CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5, CTRL control, CXCL10 chemokine
(C-X-C motif) ligand 10, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL interleukin, MMP matrix metalloproteinase, qRT-PCR quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction, RA rheumatoid arthritis, TNF-α tumor necrosis factor-alpha
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proposed that BMPs may play a disease-controlling role as
joint-protective factors since BMP2 was described to
promote synoviocyte apoptosis. Likewise, BMP7 has been
shown to be able to suppress alterations in synoviocytes
induced by synovial fluid from patients with RA, pointing
out a role for BMP in maintaining a quiescent phenotype
of the synovial lining layer [26].
However, the stimulation of RA synoviocytes induces

the expression not only of BMP ligands but also of BMP
antagonists, mainly after treatment with TNF-α alone
or in combination with IL-17. Smad7 and BAMBI are
the main upregulated BMP antagonists, which act at the
intracellular and the plasma membrane level, respectively
[21], indicating that BMP signaling inhibition must occur
in the synoviocytes themselves. This finding suggests that
in late stages of RA the BMP signaling pathway probably
is no longer able to control and maintain the low levels of
pro-inflammatory factors, which then will rise and persist
at chronically high levels contributing to RA pathogenesis
[27] (Fig. 7).
In this context, the high levels of BMP ligands pro-

duced by stimulated synoviocytes could also contribute
to the chronic inflammation associated with RA by act-
ing in a paracrine fashion on surrounding cells present
in the inflamed synovium (Fig. 7). BMPs have been shown
to induce a pro-inflammatory phenotype in endothelial
cells [28, 29] and to stimulate chemotactic responses in
monocytes/macrophages [30, 31], which play a central
role in RA. BMP pathway activation increases monocyte
adherence to endothelial cells [28] and stimulates the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines, including TNF-α,
IL-1, and IL-6, by macrophages [32, 33]. We and others



Fig. 7 Schematic representation of BMP involvement in rheumatoid arthritis pathogenesis. Under steady-state conditions, autocrine BMP production could
downregulate the expression and contribute to keep low levels of pro-inflammatory cytokines and chemokines as well as matrix metalloproteinases in
synoviocytes. In the presence of increased levels of TNF-α and IL-17, synoviocytes become activated and enhance the production of BMPs which, however,
could no longer control the levels of pro-inflammatory and pro-destructive factors because of the simultaneous upregulated expression of BMP signaling
inhibitors in synoviocytes. Increased levels of BMPs could then participate in the recruitment and activation of immune cells contributing to rheumatoid
arthritis along with the increased levels of pro-inflammatory cytokines, chemokines, and metalloproteinases. BMP bone morphogenetic protein,
CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL interleukin,
MMP matrix metalloproteinase, TNF-α tumor necrosis factor-alpha
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have shown that BMP stimulation induces maturation
of dendritic cells [34], increases T-cell proliferation and
activation [35, 36], and promotes T helper 17 (Th17)
differentiation [36]. Furthermore, BMPs have been shown
to be chemotactic for mesenchymal stem cells [37–39],
which can expand Th17 cells, as we reported previously
[40], and osteoclast differentiation and activity can also be
enhanced by some BMP ligands [41], which could contrib-
ute to the bone destruction seen in RA.

Conclusions
We propose that BMPs would play a dual role in the
synovium, controlling the production of pro-inflammatory
cytokines and inhibiting synoviocyte transformation in
healthy and non-inflammatory conditions, but in advanced
stages of RA could contribute to chronic inflammation,
allowing the functional deregulation of synoviocytes and
promoting the activation and pro-inflammatory functions
of immune and non-immune cells accumulating in the in-
flamed arthritic joint.
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Abstract
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) form a group of secreted factors that belongs to the

TGF-β superfamily. Among different roles in a number of immune cell types, BMPs are

known to regulate T cell development within the thymus, although the role of BMP signaling

in human mature T cells remains elusive. In this study, we demonstrate that canonical BMP

signaling is necessary during two critical events that regulate the size and function of

human naive CD4+ T cell population: activation and homeostasis. Upon stimulation via

TCR, naive CD4+ T cells upregulate the expression of BMP ligands triggering canonical

BMP signaling in CD25+ cells. Blockade of BMP signaling severely impairs CD4+ T cell pro-

liferation after activation mainly through regulation of IL-2, since the addition of this cytokine

recuperates normal T cell expansion after inhibition of BMP signaling. Similarly, activation

of canonical BMP pathway is required for both the maintenance of cell survival and the

homeostatic proliferation induced by IL-7, a key factor for T cell homeostasis. Moreover,

upregulation of two critical receptors for T cell homeostasis, CXCR4 and CCR9, triggered

by IL-7 is also abrogated in the absence of BMP signaling. Collectively, we describe impor-

tant roles of the canonical BMP signaling in human naive CD4+ T cell activation and homeo-

stasis that could be valuable for clinical application.

Introduction
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are multifunctional secreted growth factors that belong
to the TGF-β superfamily together with TGF-β proteins, Activins and Inhibins, Nodal, Growth
and Differentiation Factors (GDF), Miostatin and the anti-Mullerian hormone [1]. BMPs sig-
nal through heterotetrameric receptor complexes composed of two types of receptors. Among
the type I receptors, ALK3/BMP receptor type IA (BMPRIA) and ALK6/BMPRIB are specific
for BMPs, while ALK1/Activin receptor type IA (ActRIA) can bind both BMPs and Activins
[2]. Similarly, the BMP receptor type II (BMPRII) only recognizes BMPs, while Activin recep-
tor type IIA (ActRIIA) and IIB (ActRIIB) are able to recognize both BMPs and Activins [3].
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The canonical BMP signaling pathway is initiated when the ligand-bound receptor complex
phosphorylates the BMP receptor regulated Smad proteins (Smad-1, -5 and -8, termed
BR-Smads as a group). Phosphorylated BR-Smads form a complex with the common Smad
(Smad-4/Co-Smad) that is translocated to the nucleus where they regulate the transcription of
several target genes. Alternatively, non-canonical signaling pathways can be triggered by BMP
ligands depending on different factors such as the oligomerization of the heteromeric receptor
complex [4].

First discovered by their capacity to induce ectopic bone formation [5], the BMPs are now
known to play essential roles during embryonic development (reviewed in [6]) as well as in tis-
sue homeostasis in the adult [7]. Regarding those organs that depend on BMPs for proper func-
tion, a considerable number of reports have established a pivotal role for BMPs regulating the
differentiation of T cells within the thymic gland. In brief, BMP ligands are produced by both
the thymic stroma and the CD34+ intrathymic precursor cells, which also express the compo-
nents needed for BMP signaling. The BMP pathway blocks T cell differentiation at the
CD4-CD8- double negative to CD4+CD8+ double positive transition and maintains the
intrathymic precursors by increasing their survival and inhibiting their proliferation [8–11].
The relationship between BMPs and T cells seems to continue during the mature stage of these
cells, since a number of studies have described disparate responses induced by BMPs in differ-
entiated T cells [12–14]. Most of these studies are based on mouse and cell line models, there-
fore the potential role of BMP signaling in human T cells has not been thoroughly addressed.

T cells constitute the main effector subset of the adaptive immunity. They are continuously
generated in the thymus from where they emigrate to peripheral tissues as recent thymic emi-
grants [15]. When mature naive T cells confront their cognate antigen present on the surface of
an antigen presenting cell, they become activated by signals transduced through the T cell
receptor (TCR) and other costimulatory receptors such as CD28 [16]. Activation of T cells is
characterized by a strong proliferative response accompanied by secretion of soluble factors.

During the steady state, contribution of the thymus to naive T cell repertoire maintenance is
dominant at early stages of life but decays with age [17], whereas proliferation within the naive
phenotype is dominant in older individuals [18]. Besides, naive T cells are characterized by a
half-life of 414 ± 245 days depending on the technique employed [19]. According to these
facts, it has been demonstrated that T cell homeostasis is regulated in the periphery by factors
modulating their survival and clonal expansion such as IL-7 [20]. Furthermore, in different sit-
uations where lymphopenia takes place, such as neonatal thymectomy and HIV infection, IL-7
signaling is increased in order to reestablish basal T cell numbers [21–23]. Alterations in T cell
number and function can lead to the generation of severe pathologies that range from immu-
nodeficiencies, when T cell function is somehow inhibited, to chronic inflammation, when T
cells show hyperreactivity.

In this study we show that activation of the BMP pathway is critical for human naive CD4+

T cell activation and homeostasis. Upon stimulation through the TCR, BMP production is
induced in T cells acting in an autocrine fashion in the regulation of their proliferative response
upstream to IL-2 signaling. Similarly, canonical BMP signaling is activated in response to IL-7
stimulation, mediating in the regulation of a number of features related to T cell homeostasis
such as homing receptor expression, survival and homeostatic proliferation.

Materials and Methods

Cell culture
Buffy coats of healthy donors were obtained after written informed consent (Centro de Trans-
fusión de la Comunidad de Madrid, Spain). The study was approved by the Ethics Committee
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for Clinical Investigation of the University Hospital Clínico San Carlos (Madrid, Spain).
PBMCs were obtained by density gradient centrifugation with Lymphocyte Isolation Solution
(Rafer, Madrid, Spain). Naive CD4+ T cells were isolated by negative selection using the Naive
CD4+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotech). Unless otherwise stated, 2-3x105 T cells were
cultured in 96-well flat-bottom culture plates in 200 μl of complete culture media, consisting in
RPMI (Sigma-Spain) supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (Invitrogen, Life
Technologies), 1 mM pyruvate, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml strepto-
mycin (all components from Sigma-Spain). For T cell activation, isolated T cells were cultured
with immobilized anti-human CD3 (10 μg/ml) and soluble anti-human CD28 (4 μg/ml) mono-
clonal antibodies (ImmunoStep) or co-cultured with cytokine-matured monocyte-derived
dendritic cells, generated as previously described [24]. Alternatively, isolated T cells were
cultured in complete media alone or supplemented with PHA, a cytokine cocktail including
rhIL-2 (25 ng/ml) (Miltenyi Biotech), rhIL-6 (100 ng/ml) and rhTNF-α (25 ng/ml) (Invitrogen,
Life Technologies), or with rhIL-7 [5 ng/ml] (National Institute for Biological Standards and
Control, NIBSC) alone. For determination of BMP2/4 and BMP6 expression by flow cytome-
try, brefeldin A (BioLegend) was added for the last 4 hours of culture. In some experiments,
rhBMP2 or rhBMP4 (Humanzyme) was added to the cultures. Inhibition of BMP signaling
was performed by addition of the recombinant human BMPR-IA/ALK-3 Fc chimera (R&D
Systems) or the inhibitor molecule DMH1 (Tocris) at the indicated doses, while unspecific
mouse immunoglobulins or vehicle (DMSO), respectively, were used as controls. The small
inhibitory molecule DMH1 functions as an ATP-competitive inhibitor showing a very specific
activity impeding Smad1/5/8 phosphorylation by ActRIA/ALK2 and BMPRIA/ALK3 in
response to BMPs without affecting either non canonical pathways nor the TGF-β type I recep-
tor/ALK5 activity [25, 26].

PCR analysis
RNA isolation was performed using Absolutely RNAMicroprep kit (Stratagene Cloning
Systems), including a DNase I digestion step, as recommended by the supplier, to avoid
genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized by High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), according to the supplier’s instructions, and then used
as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was performed with the following Taq-man
assays: BMPR1A (Hs01034909_g1), BMPR1B (Hs00176144_m1), ACVR1A (Hs00153836_m1),
BAMBI (Hs00180818_m1) SMAD1 (Hs00195432_m1), SMAD4 (Hs00929647_m1), SMAD5
(Hs00195437_m1), SMAD8 (Hs00195441_m1) and IL2 (Hs00174114_m1), all of them obtained
from Applied Biosystems.GNB2L1 (Pre-Developed TaqMan) was used as endogenous control.
All PCR reactions were set in duplicates using the TaqMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. Amplifications, detec-
tions, and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de
Genómica, Complutense University, Madrid, Spain). The Delta CT method was used for nor-
malization to GNB2L1mRNA.

Flow cytometry
The following mAb conjugated with FITC, PE, PE-Cy5 or APC were used for flow cytometric
analysis: CD3 (HIT3a), CD4 (OKT4), CD25 (BC96), CD62L (DREG-56), CD49d (9F10),
CD11a (HI111), CD18 (6.7), CXCR4 (12G5), CCR9 (BL/CCR9), CCR7 (3D12) and CD127
(R34.34) from BD Biosciences, Immunotech and BioLegend. Two-, three- and four-color
immunofluorescence stainings were performed by incubating the cells in PBS containing 1%
FCS and 0.1% NaN3 in the presence of saturating amounts of fluorochrome-conjugated

BMP Signaling and T Cell Activation and Homeostasis

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0131453 June 25, 2015 3 / 18



antibodies for 30 min at 4°C. Staining with purified polyclonal anti-human BMPRIA (R&D
Systems) was followed by incubation with fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2
fragments of donkey anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories).

For the intracellular stainings, and according to the manufacturer’s instructions, cells were
treated with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with
Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with purified anti-human BMP2/4 mAb
(100230), biotin-conjugated anti-human BMP6, purified anti-human BMPRIA (all from R&D
Systems) or PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (6C8) (BD Biosciences), followed when
required by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-goat,
anti-rabbit or anti-mouse IgG or streptavidin (Jackson ImmunoResearch Laboratories), all
diluted in Perm/Wash buffer. To detect phosphorylated BR-Smads, cells were fixed with BD
cellFIX (BD Biosciences) for 30 min at 4°C to enable a phophorylation-state analysis. Then,
cells were washed with PBS, permeabilized by 30 min incubation on ice with BD Phosflow
Perm Buffer III (BD Biosciences) and stained with anti-human p-Smad1/5/8 polyclonal anti-
body (Ser 463/Ser 465) (Santa Cruz Biotechnology) followed by fluorochrome-conjugated,
multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Labo-
ratories), all diluted in PBS. Analyses were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences) from the Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia, Complutense
University of Madrid.

Immunofluorescence analysis
For immunofluorescence analysis, freshly isolated CD4+ T cells were attached to poly-L-lysine
coated glass slides by 30 minutes of incubation at room temperature and stained with CD4
(RPA-T4) (BD Biosciences) and BMPRIA (R&D Systems) antibodies followed by Alexa Fluor
594 or Alexa Fluor 488-conjugated multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-mouse
and donkey anti-goat IgG. For intracellular staining of BMPRIA, cells were fixed with Cytofix/
Cytoperm solution (BD Biosciences) before CD4 staining and stained for BMPRIA using
Perm/Wash buffer (BD Biosciences). Finally, cells were stained with Hoechst 33342 (Invitro-
gen, Life Technologies) for cell nucleus visualization and mounted with Prolong Gold (Invitro-
gen, Life Technologies). Slides were examined on a FluoView 1200 Confocal Microscope
(Olympus) from the Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia, Complutense Uni-
versity of Madrid.

Proliferation assays
A specific kit from Roche Diagnostics, BrdU Labeling and Detection Kit III, was used to mea-
sure BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Briefly, after 4 days of stimulation the
cultures were pulsed for 12 h with 10 μM 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), the labeling
medium was removed, and cells were dried (2 h at 60°C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min at 37°C), and then incubated with peroxidase-
conjugated Fab fragments of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase reaction was
developed with ABTS substrate, and the sample absorbance was measured using an ELISA
reader (ELX800MB, Bio-Teck Instruments) at 405 nm with a reference wavelength at 492 nm.
As an alternative, isolated naive CD4+ T cells were labeled with 5µM CFSE (Sigma-Spain) to
determinate their proliferative response at the indicated time points by the CFSE dilution
method. Determination by flow cytometry of the percentage of cells in each stage of the cell
cycle was carried out using the fluorochrome Hoechst 33342 (Invitrogen, Life Technologies).
Cells were harvested and fixed with BD CellFIX (BD Biosciences) for at least 30 minutes at
2–4°C and permeabilized in PBS 1% BSA 30% ethanol in the presence of Hoechst at a final
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concentration of 0.1 mg/ml. After 45 minutes of incubation at room temperature, cells were
analyzed in a LSR-II flow cytometer (BD Bioscience) from the Centro de Citometría y Micro-
scopía de Fluorescencia. Aggregates were excluded based on the width and the area of Hoech-
st's signal and the percentage of cells in the stages G0/G1 y S/G2/M was calculated.

Apoptosis assays
Naive CD4+ T cells were cultured with monoclonal antibodies anti-CD3/anti-CD28 or in com-
plete culture media alone, or supplemented with IL-7 [5 ng/ml], in the presence of DMSO or
DMH1 at the indicated doses. The proportion of apoptotic cells was determined by staining
with Annexin-V-FITC (BD Biosciences), according to the supplier’s instructions. Cells were
analyzed on a FACSCalibur flow cytometer (Centro de Citometría y Microscopía de Fluores-
cencia) and gated according to forward scatter, side scatter, and their ability to exclude propi-
dium iodide. Cell viability was calculated as percentage of Annexin-V-negative/propidium
iodide-negative cells.

Cytokine measurements
Culture supernatants of TCR-stimulated T cells were harvested at the indicated time points
and levels of IL-2 were assayed by ELISA (BioLegend).

Statistical analysis
The Student t test was used for statistical analysis. Values of p� 0.05 (�), p� 0.01 (��) and
p� 0.001 (���) were considered to be statistically significant.

Results

Induction of BMP signaling during TCR-triggered activation of naive
CD4+ T cells
To investigate whether BMP signaling is activated in naive CD4+ T cells by TCR stimulation,
we first analyzed the expression of several components of the canonical BMP pathway. We
detected on freshly isolated naive CD4+ T cells the expression of the specific downstream effec-
tor molecules for the BMP signaling pathway, Smad-1, and -5, as well as the common Smad or
Smad-4, that were also present after 6 days of activation with anti-CD3/CD28 mAbs (Fig 1A).
In addition, transcription of the specific BMP receptors type I (BMPRIA, BMPRIB and
ActRIA) and Smad-8 was induced in activated T cells while levels for the pseudoreceptor
BAMBI were decreased compared with ex vivo (Fig 1A).

Among BMP receptors type I, BMPRIA is one of the most characterized. Its expression is
found in several cell types including thymocytes [8, 11], peripheral CD4+ T cells and the Jurkat
TAg cell line [13]. When the expression of BMPRIA was studied by flow cytometry in naive
CD4+ T cells we found a rapid induction after only one day of culture with anti-CD3/CD28.
BMPRIA expression was then increased throughout the culture reaching a maximum of 25%
of positive cells at day 5 (Fig 1B). Furthermore, BMPRIA expression was mainly associated
with that of the activation marker CD25, indicating that BMPRIA was preferentially expressed
by those cells that responded to the stimulation (Fig 1C). We next investigated whether the
induction of BMPRIA could be observed when other stimuli were used, finding that BMPRIA
was induced in all cases. Besides treatment with PHA and co-culture with mature dendritic
cells, BMPRIA surface expression was also slightly induced in naive CD4+ T cells by a TCR-
-independent stimulation such as exposure to pro-inflammatory cytokines (Fig 1D).
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The production of BMP ligands in TCR-activated naive CD4+ T cells was also determined
by intracellular flow cytometry staining at different time points. Both BMP2/4 and BMP6

Fig 1. BMP signaling is activated by TCR stimulation in naive CD4+ T cells. Freshly isolated human
peripheral blood naive CD4+ T cells were stimulated with anti-CD3/CD28 mAb. (A) Transcripts for several
components of the canonical BMP signaling pathway were determined by real-time PCR ex vivo (0h) or after
6 days of stimulation (6d).GNB2L1was used as endogenous control. Means ± SD of at least three
independent experiments run in duplicates are shown. Note the logarithmic scale on y-axis. (B) Percentage
of BMPRIA+ cells detected by flow cytometry throughout the culture. Bars represent the mean ± SD of two to
five independent experiments. (C) Expression of BMPRIA and CD25 in T cells (upper dot plots) and
differential expression of BMPRIA in the CD25- and CD25+ cell populations (lower histograms) during
activation. A representative experiment out of four is shown. (D) Expression of BMPRIA in T cells cultured
with different stimuli. Grey histograms represent isotype controls. Similar stainings were obtained in two to
three independent experiments. mDCs: mature dendritic cells; PHA: Phytohaemagglutinin; Ck: cytokine
cocktail (rhIL-2, rhIL-6, rhTNF-α) (E) Determination of BMP2/4 and BMP6 production by flow cytometry in T
cells cultured in media alone (grey histograms) or in the presence of anti-CD3/CD28 mAb (black histograms).
Grey filled histograms represent isotype control stainings. A representative experiment out of three is shown.
(F) Expression of CD25 and phosphorylated BR-Smad (pBR-Smads) during activation. For comparison, T
cells were kept in culture media alone. Results are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g001
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production was induced by anti-CD3/CD28 stimulation when compared to unstimulated cells,
following similar kinetics until 4 days of culture (Fig 1E), when approximately one third of the
stimulated cells were positive for these ligands. However, while BMP2/4 expression tended to
fade at day 6 of stimulation, BMP6 remained even higher compared to day 4 (Fig 1E).

As it could be expected, CD3/CD28 crosslinking efficiently induced the activation of the
BR-Smads (Fig 1F). Phosphorylated BR-Smad (pBR-Smad) positive cells appeared preferen-
tially in the CD25+ compartment after TCR stimulation and were absent in T cells cultured in
media alone. Collectively, the results shown above suggest that TCR stimulation of human
naive CD4+ T cells triggers the canonical BMP signaling in an autocrine fashion.

BMPRIA expression pattern during CD4+ T cell activation
To test the possibility that a non-previously described minor subpopulation of naive CD4+ T
cells expressing BMPRIA could be expanding during anti-CD3/CD28 stimulation, CD25+ T
cells were sorted after 4 days of activation according to BMPRIA expression. As shown in Fig
2, after 36 hours of re-stimulation with anti-CD3/CD28 more than half of the sorted CD25+-

BMPRIA+ cells lost the expression of BMPRIA while maintaining that for CD25. On the other
hand, more than 10% of BMPRIA+ cells appeared after re-stimulation of the CD25+BMPRIA-

cell subpopulation.
Endocytosis of BMP receptors once they bind their ligand is known to be a critical step for

BMP signaling [27]. Moreover, BMP receptors undergo constitutive endocytosis in mammal
cells [28]. We therefore analyzed the cytoplasmic expression of BMPRIA by flow cytometry
and compared it with its surface expression. While very few naive CD4+ T cells exhibited
BMPRIA in their surface ex vivo, the majority of this population of T cells was positive for
BMPRIA when intracellular staining was performed (Figure A in S1 Fig). These results were
confirmed by immunofluorescence (Figure B in S1 Fig) and suggest that the percentage of cells
which potentially could respond to BMP ligands seems to exceed what would be expected by
only analyzing the surface expression of BMPRIA.

Fig 2. BMPRIA expression during CD4+ T cell activation. After 4 days of culture, TCR-activated T cells
were stained for CD25 and BMPRIA and the CD25+BMPRIA- and CD25+BMPRIA+ cell populations were
isolated by cell sorting. The sorted populations were then re-stimulated with anti-CD3/CD28 mAb and the
expression of CD25 and BMPRIA was evaluated by flow cytometry after 36 hours of culture. A representative
experiment out of two is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g002
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Autocrine canonical BMP signaling regulates TCR-induced proliferation
in naive CD4+ T cells
As a first approach, we analyzed whether modifications of BMP signaling could affect the pro-
liferation of T cells. BMP signaling was activated by addition of exogenous BMP2 and BMP4,
the only two members of the BMP2/4 subgroup which has shown the highest affinity for
BMPRIA [2]. In parallel, BMP signaling was inhibited by two means: blocking soluble BMPs
by addition of the recombinant human BMPR-IA/ALK-3 Fc chimera, and inhibiting BR-Smad
phosphorylation by BMP receptors type I with the inhibitor DMH1 [26]. As shown in Fig 3A,
the addition of BMP2 and BMP4 slightly increased BrdU incorporation at day 4 of culture,
although no statistical significance was reached. On the contrary, and supporting an autocrine
role for BMP signaling pathway, both BMPRIA-Fc and DMH1 negatively affected the prolifer-
ative response of T cells, being this effect greater with the BMP inhibitor DMH1 (Fig 3A). The
impairment of proliferation induced by BMP signaling blockade was confirmed by CFSE loss,
showing that the presence of the BMP inhibitor DMH1 reduced the proliferative response
induced by anti-CD3/CD28 stimulation by nearly an 80% with the highest dose (Fig 3B). This
effect was dose-dependent and mainly caused by G0/G1 arrest, since the percentage of cycling
cells was reduced by more than half in DMH1-treated cells (Fig 3C). Accordingly, the effects
on cell cycle progression induced by DMH1 correlated well with the number of cells recovered
after stimulation, being these numbers markedly lower in DMH1-treated cultures compared to
control cultures (Fig 3D). It must be noted that the inhibition of proliferation induced by
DMH1 treatment was not caused by exacerbated apoptosis, neither by toxic effects, since no
remarkable differences were observed when cell viability was analyzed (Fig 3E).

To study more deeply the relationship between BMP signaling and T cell proliferation, we
performed the detection of intracellular pBR-Smads combined with the surface expression of
CD25 and DNA staining with Hoechst. Supporting the positive role of the canonical BMP sig-
naling in TCR-induced T cell proliferation, the expression of pBR-Smads correlated with cell
cycle progression (Fig 3F). Specifically, a higher percentage of cycling cells was found within
the pBR-Smad+ compartment in both the CD25- and CD25+ cell populations at day 2. In con-
trast, after 4 days of culture, when IL-2 levels are elevated, only the CD25- cell population
showed statistically significant correlation between pBR-Smads expression and Hoechst stain-
ing (Fig 3F).

IL-2 production is impaired by inhibition of autocrine BMP signaling
during T cell activation
Secretion of IL-2 by T cells during activation is crucial for their own proliferation. We therefore
determined the production of IL-2 in these cultures finding that DMH1 treatment had a nega-
tive impact on IL-2 levels after 4 days of culture. Specifically, canonical BMP signaling blockade
affected IL-2 production in a dose-dependent manner reaching a maximum of 80% of inhibi-
tion when the highest dose of DMH1 was used (Fig 4A). In addition, IL2 transcription as well
as IL-2 protein secretion were impaired by DMH1 treatment as soon as 2 days after TCR stim-
ulation (Fig 4B). On the contrary, no effects in the expression of CD25 were observed at this
time point (data not shown). To better understand the role of IL-2 in the inhibition induced by
DMH1, rhIL-2 was added at different doses together with DMH1 and the proliferative
response was measured by CFSE loss. As expected, increasing concentrations of rhIL-2 par-
tially counteracted the inhibiting effects of DMH1, being the highest dose of rhIL-2 able to
fully restore the proliferative response of T cells (Fig 4C).
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BMP signaling is autocrinally triggered by IL-7 in naive CD4+ T cells
Our results pointed out a tight relationship between autocrine BMP signaling and activation-
induced T cell proliferation. Hence, we next wondered whether the BMP signaling pathway

Fig 3. Canonical BMP pathway inhibition impairs T cell proliferation. (A) BrdU incorporation after 4 days of TCR stimulation with the indicated
treatments. Results are represented as absorbance relative to control (horizontal bar). Means ± SD of two independent experiments run in duplicates are
shown (* p�0.05; by t test). Control refers to no treatment for BMP2 and BMP4, unspecific immunoglobulins for BMPRIA-Fc and DMSO for DMH1. (B-D)
After 4 days of TCR stimulation in the presence of DMSO or DMH1, the proliferation rate, measured by CFSE loss (B), Hoechst staining (C) and number of
cells recovered (D), and the percentage of apoptotic/necrotic cells (E) were analyzed by flow cytometry. Bars represent means ± SD of five independent
experiments (* p�0.05; by t test). Cell counts were performed in duplicates and the means ± SD of at least 4 independent experiments are shown.
Histograms in (C) and dot plots in (E) correspond to one representative experiment. (F) Cells were harvested at the indicated time points and stained for
CD25, phosphorylated Smad-1/5/8 (pBR-Smad) and Hoechst. Cell populations were defined according to the expression of CD25 and pBR-Smad and the
percentage of Hoechst positive cells was determined for each subset. Means ± SD of three independent experiments are shown (* p�0.05; ** p�0.01; by t
test).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g003
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could be acting in a different process also associated with proliferation. In this regard, IL-7 is a
well known key factor regulating the homeostasis of naive and memory T cells and capable of
inducing the so-called homeostatic proliferation of both subsets [20]. When naive T cells were
cultured in the presence of IL-7, production of BMP ligands BMP2/4 and BMP6 was progres-
sively induced throughout the culture (Fig 5A). Expression of these ligands showed a homoge-
neous pattern suggesting that the majority of the cells were responding to IL-7 stimulation in
terms of BMP production. Accordingly, levels of pBR-Smads were increased by 55% compared
to cells cultured in media alone at day 11, while addition of the DMH1 inhibitor mostly inhib-
ited BR-Smad phophorylation (Fig 5B).

Canonical BMP signaling is necessary for IL-7-induced homeostatic
proliferation
In order to analyze the implication of the BMP pathway in IL-7-induced T cell homeostasis, we
first studied the progression of IL-7 cultures in terms of cell numbers. As shown in Fig 6A,
while recovery of naive CD4+ T cells cultured in media alone tended to rapidly decrease, cell
numbers in cultures supplemented with IL-7 were even slightly increased. Nevertheless, in the
presence of the BMP inhibitor DMH1, stimulation with IL-7 failed to maintain cell numbers
throughout the culture, revealing a role for the BMP pathway in IL-7-induced homeostasis.
Remarkably, the addition of DMH1 to these cultures did not affect the downregulation of the
high affinity IL-7 receptor CD127 that normally occurs when IL-7 signaling is triggered, sug-
gesting that activation of IL-7 signaling was not being impaired (Fig 6B).

The role of the autocrine canonical BMP signaling in the proliferation of naive CD4+ T cell
induced by IL-7 was studied in long term cultures. In line with the inhibitory effect of DMH1 treat-
ment on TCR-induced proliferation, the presence of the BMP inhibitor also caused a marked reduc-
tion in the proliferative response induced by IL-7 along 20 days of culture (Fig 6C). Proliferation of

Fig 4. DMH1 effects on IL-2 expression. TCR-induced IL-2 production by T cells in the presence of DMSO or DMH1 at day 4 (A) and 2 (B, left graph). (B,
right graph) mRNA expression for IL2 after 2 days of activation.GNB2L1was used as endogenous control. Means ± SD of three to five independent
experiments performed in duplicates are shown (* p�0.05; ** p�0.01; by t test). (C) Proliferation rate measured by CFSE loss in T cells after 4 days of TCR
stimulation with DMSO, DMH1 alone or DMH1 supplemented with the indicated doses of rhIL-2. Bars represent the means ± SD of three independent
experiments (* p�0.05; by t test).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g004
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DMH1-treated cells was minimal until day 14 of stimulation, when treated cells began to proliferate
always in a lesser extent compared to that observed in DMSO-treated cells (Fig 6C).

Canonical BMP signaling inhibition impairs the survival of naive CD4+ T
cells induced by IL-7
Because IL-7 is known to be an essential cytokine for the survival of T cells, we studied whether
DMH1 treatment could impact the viability of these cells cultured with IL-7. Blockade of
canonical BMP signaling during IL-7 stimulation severely affected the survival of T cells along
the culture period decreasing the percentage of viable cells from 80% in control DMSO-treated
cultures to 40% in DMH1-treated cultures after 14 days of stimulation (Fig 6D). Mechanisti-
cally, we found that levels of the anti-apoptotic protein Bcl-2, commonly induced by IL-7, were
decreased in the presence of DMH1 from the beginning of these cultures (Fig 6E), indicating
that autocrine BMP signaling would participate in the regulation of IL-7-induced T cell sur-
vival through modulation of Bcl-2.

BMP signaling inhibition affects the modulation of homing receptors
induced by IL-7
Given that IL-7 has been described to modulate the expression of several homing receptors in
T cells [29], we analyzed whether autocrine BMP signaling could be mediating in this process.
DMH1 treatment showed no effects in the regulation of the lymph node homing receptors L-
selectin/CD62L and the integrins α4/CD49d, αL/CD11a and β2/CD18 (Fig 7A). Similar results

Fig 5. Canonical BMP pathway and IL-7 signaling. (A) Expression of BMP2/4 and BMP6 was determined
by flow cytometry at the indicated time points in T cells cultured in media alone (grey histograms) or in the
presence of IL-7 (5 ng/ml) (black histograms). Grey filled histograms represent isotype control stainings. A
representative experiment out of four is shown. (B) Differential expression of phosphorylated Smad-1/5/8
(pBR-Smad) analyzed by flow cytometry in naive CD4+ T cells after 11 days of culture in media alone or
supplemented with IL-7 and DMSO or IL-7 and DMH1 (40 μM). Percentages represent the increment relative
to cultures in media alone. One representative of three independent experiments is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g005
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were obtained for the chemokine receptor CCR7, shown to be important for lymphocyte
migration towards lymph nodes (Fig 7A). According to previous results, IL-7 induced the upre-
gulation of the chemokine receptor CXCR4. Nevertheless, CXCR4 induction was completely
abrogated in the presence of DMH1 (Fig 7B). In the same line, IL-7 induction of the gut hom-
ing receptor CCR9 was also abolished by canonical BMP signaling inhibition (Fig 7B), showing
a very specific impact of this inhibitor on the regulation of homing receptors provoked by IL-7.

Discussion
The BMPs have emerged during the last decades as multifunctional proteins which regulate
essential processes such as differentiation, proliferation and survival in a wide range of cell

Fig 6. Effects of BMP pathway blockade on IL-7-induced T cell homeostasis. (A) Naive CD4+ T cells cultured in media alone or supplemented with IL-7
and DMSO or IL-7 and DMH1 (40 μM) were harvested and counted at the indicated time points. Cell counts were performed in duplicates. Results represent
the mean ± SD of four to twelve samples pooled from at least two independent experiments (** p�0.01; *** p�0.005; by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1).
(B) Differential expression of CD127 analyzed by flow cytometry after 36 hours of culture under the indicated conditions. Similar stainings were obtained in
two independent experiments. (C) Proliferation rate measured by CFSE loss along 20 days in T cells cultured in media alone or supplemented with IL-7 and
DMSO or IL-7 and DMH1 (40 μM). Means ± SD of four independent experiments are shown (* p�0.05; by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1). (D) Cell viability
calculated as percentage of PI-/Annexin-V- cells throughout the culture. Means ± SD of four independent experiments are shown (** p�0.01; *** p�0.005;
by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1). (E) Bcl-2 levels determined by flow cytometry after 6 days of culture. White filled histograms represent media alone;
grey-filled IL-7/DMSO; black-filled IL-7/DMH1. The mean fluorescence intensity is indicated in each histogram. Similar stainings were obtained in two
independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g006
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types. In this study, we describe that BMP signaling mediates the regulation of the proliferation
of human naive CD4+ T cells induced during two crucial events for the biology of these cells:
activation and homeostasis.

Regarding T cell activation, we have found that T cells increase the expression of BMP sig-
naling components in response to TCR stimulation. Surface expression of BMPRIA was
quickly induced by CD3/CD28 crosslinking and was mainly associated to those cells that
responded to the stimulation. Furthermore, we show for the first time that human CD4+ T
cells are capable of producing the ligands BMP2, BMP4 and BMP6 in response to TCR stimula-
tion. Notably, expression of activated BR-Smads was induced upon TCR stimulation, which
confirmed that canonical BMP signaling is autocrinally triggered during the activation of T
cells. Co-culture with mature dendritic cells and TCR-independent stimulation also induced
surface expression of BMPRIA. These results suggest that upregulation of BMP signaling could
be an inherent mechanism induced by T cell activation independently of the stimulus. Support-
ing this data, a previous work showed low expression levels for several BMP receptors in
human peripheral blood CD4+ T cells, being this expression greater in the CD45RA- memory
T cell compartment [13]. Interestingly, intracellular staining revealed that the moderate per-
centage of BMPRIA+ resting CD4+ T cells could be explained by preferential localization of
this protein in intra-vesicular compartments rather than at the cell surface. This phenomenon
has also been described in human peripheral blood NK cells [30] and is in line with the fact
that BMP receptors undergo constitutive endocytosis even in the absence of ligand [28].

Evidences of a pro-activation role of BMPs in T cells can be found in the literature. For
instance, mouse CD4+ T cells primed in the presence of BMP2 or BMP4 showed higher prolif-
eration when re-stimulated with antigen presenting cells [12]. Also in the mouse model, differ-
ent members of the TGF-β superfamily, including BMPs, are able to increase the production of
IFN-γ by CD8+ T cells that takes place during antigen specific responses [14]. Our results show
that the proliferative response of naive CD4+ T cells is regulated at least in part by autocrine
canonical BMP signaling. Both ligand neutralization and blockade of BMP receptor kinase
activity had a dose-dependent negative effect in the proliferative ratio, mainly caused by G0/G1

arrest, and not by an increment in apoptosis. Furthermore, active BMP signaling was strongly
associated with cell cycle progression as early as two days after TCR activation. This association
was partially lost in the CD25+ cell population after 4 days of stimulation, when the IL-2/IL-2R
positive feedback is the principal mechanism driving T cell proliferation [31, 32]. This suggests
that activation of BMP signaling would be advantageous during the early steps of activation

Fig 7. DMH1 effects on IL-7-induced homing receptor modulation. T cells were cultured in media alone
or supplemented with IL-7 and DMSO or IL-7 and DMH1 (40 μM) and the expression of several homing
receptors (A), CXCR4 (B) and CCR9 (C) was analyzed by flow cytometry after 36 hours of culture. Bars
represent the mean ± SD of two independent experiments (* p�0.05; by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g007
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while would be overcome by IL-2 signaling at later steps. Supporting this idea, we show that
BMP signaling blockade results in a strong inhibition of IL-2 expression at both mRNA and
protein levels. Moreover, proliferation of DMH1-treated T cells is completely recovered when
rhIL-2 is added to these cultures. Yoshioka et al [33] previously reported in mice that treatment
with the inhibitor of BMP signaling dorsomorphin also affects the proliferation of T cells
induced by TCR stimulation through impairment of IL-2 production. The authors and others
have pointed out Runx1, a target gene for BMP signaling, as the transcription factor regulating
IL-2 expression in these cells [34], although contradictory results have been published [35].
Also in support for the regulation of IL-2 expression by BMP signaling, it has been shown that
BMP2 and BMP4 can increase the frequency and activity of Treg, a Th subset strongly depen-
dent on IL-2 signaling [12]. Taken together, these evidences indicate a role of the canonical
BMP signaling in the regulation of T cell proliferation in response to anti-CD3/CD28 stimula-
tion via modulation of IL-2 expression.

The present study denote that autocrine BMP signaling is likewise involved in the prolifera-
tion of human CD4+ naive T cells mediated by IL-7, a crucial factor for the homeostasis of
these cells [20]. IL-7 stimulation induced BMP2, 4 and 6 production and the consequent activa-
tion of BR-Smads on T cells, which was abolished when DMH1 was present. Inhibition of
BMP signaling negatively affected the IL-7-regulated homeostasis of T cells by two means:
reducing cell survival, one of the hallmarks of IL-7 signaling on T cells, and impairing the so-
called homeostatic proliferation. A direct role of BMPs regulating cell proliferation has been
extensively described in several cell types including thymocytes [8, 9], B cells [36] and mature
T cells [12, 13, 33]. Among the mechanisms mediating in this process, several authors have
pointed out the cell cycle inhibitor p27kip1 as a target for BMP signaling [33, 37–41]. Further-
more, p27kip1 has been shown to play a crucial role in the homeostatic proliferation induced
by IL-7 on T cells and T-cell acute lymphoblastic leukemia cells [42, 43]. These evidences may
serve as a rational explanation for the lack of proliferation provoked by BMP signaling block-
ade, although further research will be necessary to prove them right.

On the other hand, autocrine BMP signaling is also involved in the regulation of IL-
7-induced cell survival, since DMH1 treatment severely affects the cell viability induced by this
cytokine. This effect was probably caused by a failure to upregulate Bcl-2, an anti-apoptotic
protein normally induced by IL-7 [44] that is frequently targeted by BMP signaling [45–47]. In
addition, either delayed induction or enhanced degradation of Bcl-2 would explain the
observed reduction in Bcl-2 protein levels when BMP signaling was inhibited. Of note, addition
of BMP4 slightly increased the survival provoked by IL-7 (data not shown), showing opposite
effects to those observed when BMP signaling was blocked.

In addition, we have found that the upregulation of the chemokine receptors CXCR4 and
CCR9 induced by IL-7 is specifically impaired in the presence of DMH1. Among the range of
responses that characterized IL-7 stimulation on T cells, it has been described that this factor
could mediate specific T cell migration through the modulation of a number of homing recep-
tors [29]. Our results would suggest the involvement of the BMP pathway in the acquisition of
certain migratory capacities in response to IL-7 [48, 49], although further experiments will be
required to address this possibility.

The results shown in this study reveal an important role of the canonical BMP signaling in
human naive CD4+ T cell biology that could be valuable for clinical application. On one hand,
the implication of BMP signaling in the earliest phases of T cell activation could provide a ther-
apeutic target for lymphoproliferative and autoimmune syndromes, such us graft-versus-host
disease and rheumatoid arthritis, in which control of T cell activation is essential. On the other
hand, given the direct role that IL-7 signaling plays in augmenting reactivity to self-antigens
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during lymphopenia because of excessive levels of IL-7 [50], manipulation of BMP signaling
might be considered for prevention of autoimmune diseases in lymphopenic individuals.

Supporting Information
S1 Fig. Surface and intracellular immunostaining for BMPRIA in ex vivo and stimulated
naive CD4+ T cells. (Figure A) Determination by flow cytometry of surface (upper dot plots)
and intracellular (lower dot plots) BMPRIA expression in CFSE-stained T cells before and after
stimulation via TCR. Percentage of CFSEdimBMPRIA+ cells is shown. Results are representative
of three independent experiments. (Figure B) Isolated CD4+ T cells were attached to poly-L-
lysine coated glass slides and stained for surface CD4 and surface (upper panels) and intracellu-
lar (lower panels) BMPRIA and imaged by confocal microscopy. Similar stainings were
obtained in three independent experiments.
(TIF)
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A B S T R A C T

Mesenchymal stem cells (MSCs) are key components of the bone marrow microenvironment which con-
tribute to the maintenance of the hematopoietic stem cell niche and exert immunoregulatory functions
in innate and adaptive immunity. We analyze the immunobiology of MSCs derived from acute lympho-
blastic leukemia (ALL) patients and their impact on NK cell function. In contrast to the inhibitory effects
on the immune response exerted by MSCs from healthy donors (Healthy-MSCs), we demonstrate that
MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at diagnosis (ALL-MSCs) promote an efficient NK
cell response including cytokine production, phenotypic activation and most importantly, cytotoxicity.
Longitudinal studies indicate that these immunostimulatory effects of ALL-MSCs are progressively at-
tenuated. Healthy-MSCs adopt ALL-MSC-like immunomodulatory features when exposed to leukemia cells,
acquiring the ability to stimulate NK cell antitumor function. The mechanisms underlying to these func-
tional changes of ALL-MSCs include reduced production of soluble inhibitory factors, differential expression
of costimulatory and coinhibitory molecules, increased expression of specific TLRs and Notch pathway
activation. Collectively our findings indicate that, in response to leukemia cells, ALL-MSCs could mediate
a host beneficial immunomodulatory effect by stimulating the antitumor innate immune response.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Introduction

Different studies have emphasized the relevance of bone marrow
microenvironment components in the development and mainte-
nance of hematological malignant disease as facilitators of tumor
development [1–5]. One of the key components of the marrow mi-
croenvironment are mesenchymal stem cells (MSCs). MSCs isolated
from healthy donors can suppress immune responses affecting a
broad range of cells, including T and B lymphocytes, natural killer
(NK) cells and dendritic cells (DCs) [6,7]. Therefore, the traditional

view is that the suppression of immune responses by MSCs could
facilitate tissue remodeling, repair and control of autoimmune dis-
orders, but would be detrimental for other disease processes such
as cancer. However, in this scenario it is necessary to include recent
studies suggesting that MSCs possess the dual ability to suppress
and also activate the immune system depending on the stimulus.
These results suggest that MSCs, like macrophages, can be polar-
ized following specific TLR priming in MSC1, or cells that mostly
produce pro-inflammatory mediators, and MSC2 that express mostly
immunosuppressive factors [8].

Distinct studies have reported differences in the phenotype, pro-
liferation and differentiation ability, cytokine production or
immunomodulatory activity between MSCs isolated from pa-
tients with different hematopoietic disorders and healthy donors
[5,9–12]. In most cases, these alterations have been suggested to
somehow contribute to the pathogenesis of the disease and/or oc-
currence of relapse; however the progress in this area has been
hampered by the inability to propagate human disease in murine
xenograft models [13] except a recently published study for
myelodysplastic syndromes [5]. Regarding immunomodulatory func-
tions of patient MSCs, the results are very scarce and mainly related

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; ALL-MSCs, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at diagnosis; ALL-MSCs+15, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at 15 days after initiation of therapy; ALL-
MSCs+35, MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at 35 days after
initiation of therapy; DC, dendritic cells; Healthy-MSCs, MSCs from healthy donors;
MSCs, mesenchymal stem cells; NK, natural killer cells; OOT-MSCs, MSCs derived
from ALL patients without signs of disease and out of therapy; PBMC, peripheral
blood mononuclear cells.
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to T-cell regulation. MSCs derived from myeloma or chronic myeloid
leukemia patients inhibit T-cell proliferation with significantly less
efficiency than control MSCs [14,15]. More recently Wang et al.
[16] have described that MSCs from low-risk and high-risk
myelodysplastic syndrome patients exhibit different in vitro
immunomodulatory capacities on DC development. In addition, the
treatment of established tumors with primed-MSC attenuated tumor
growth and metastasis producing a more robust immune
response [17].

NK cells belong to the innate immune system and are potent cy-
totoxic and cytokine-producing effector cells in response to viruses
or malignant cells. Recent advances in the understanding of the mo-
lecular mechanisms governing NK cell maturation and activation
have allowed to initiate innovative antitumor protocols based on
allotransplantation of NK cells, mainly in different types of hema-
tological tumors [18]. In this context, the influence of tumor
microenvironment, including MSCs, in the function of both tissue
resident and donor allogeneic NK cells is a relevant issue to con-
sider in these antitumor therapies.

Previously, we have described the biological and functional fea-
tures of MSCs from pediatric patients affected by ALL [12]. In the
current study, we define the immunomodulatory behavior of MSCs
derived from newly diagnosed low/intermediate-risk ALL patients
on NK cells, the major effector cells of the antitumoral innate re-
sponse. Our results indicate that ALL-MSCs are able to adapt their
immunomodulatory properties in a cancer context increasing NK
cell cytolitic activity by different mechanisms, which involve both
soluble factors and cell-to-cell contacts, and thus contribute to the
clinical characteristics of the disease.

Materials and methods

Patients and samples

The study was approved by the Ethic Committee of Clinical Research at Hospi-
tal Universitario Niño Jesús and written informed consent was obtained from parents/
tutors. Patients were children diagnosed of ALL and treated with the PETHEMA
protocol (stands for Spanish Protocol for Malignant Hemopathies) [19,20]. Under this
protocol, age, blast counts, chromosomal translocations, ploidy and levels of resid-
ual disease at specific timepoints are factors that classified patients into risk groups.
Bone marrow samples were drawn at diagnosis (ALL-MSCs), and at 15 (ALL-
MSCs+15) and 35 days (ALL-MSCs+35) after initiation of therapy. Aspirates were also
obtained from three children with B-cell precursor ALL who recovered without signs
of disease and were out of therapy (OOT-MSCs) and from eight children with no he-
matological diseases (Healthy-MSCs). Table 1 details patient characteristics at diagnosis.

Mesenchymal stem cells

MSCs were isolated by the classical adhesion method and cultured as previ-
ously described [21]. Once the cultures reached 80–90% confluence, the cells were
recovered, counted and replated at a density of 5 × 103 cells/cm2 and maintained and
expanded in MesenPRO-RSTM medium (Gibco, CA, USA). The harvested cells were
analyzed by flow cytometry for the expression of typical MSC and hematopoietic
cell markers (CD29, CD44, CD90, CD14, CD19 and CD34; Supplementary Fig. S1). All
experiments were performed with cells harvested between the 4th and the 7th
passages.

NK cell isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from buffy coats of
healthy donors (Centro de Transfusión, Madrid, Spain) by density gradient centrifu-
gation (Ficoll-Paque, Sigma, Spain). Isolation of CD56+CD16+ NK cells was performed
in a two-step procedure with a NK cell isolation kit (Miltenyi Biotech, Bergisch,
Germany) following the manufacturer’s instructions.

Table 1
Clinical data for ALL patients. Patients were children diagnosed of ALL and treated with the PETHEMA protocol (stands for Spanish Protocol for Malignant Hemopathies
[19,20]. Under this protocol, children with low-risk ALL were 1–9 years old, had low cell counts, no t(9,22) or translocations involving the MLL gene, and had indetectable
levels of residual disease during therapy. Children with high-risk ALL had features of poor prognosis [t(9;22), MLL+, hypodiploidy, cell counts above 100,000/μL, mrd levels
above cutoff values]. Children who did not fit either of the previous 2 groups were classified as intermediate risk.

Patient Sex Age All-immunophenotype Risk Out of treatment

1 F 2 Pro-B ALL I No
2nd year-complete remission

2 M 6 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete
remission

3 F 5 Pre-B ALL I Yes.
4th year-complete remission

4 M 2 Pro-B ALL I Posttransplant. Haploidentical.
Intra-treatment relapse

5 M 10 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete
remission

6 M 10 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete remission

7 M 5 Common precursor B-ALL I No
2nd year-complete remission

8 F 4 Common precursor B-ALL I Yes
2nd year-complete remission

9 M 2 Pre-B ALL L Yes
In treatment-complete remission

10 M 2 Common precursor B-ALL I Posttransplant. Allogeneic.
Relapse. Allogeneic transplant.

11 M 6 Common precursor B-ALL L Yes
12 F 1 Pro-B ALL H

t(4;11)
No
Intra-treatment relapse and death

13 M 14 Common precursor B-ALL H
t(9;22)

No
Intra-treatment relapse

14 F 9 B-ALL I 1-year end of treatment follow up the sample
4th year-complete remission

15 M 10 B-ALL L 1-year end of treatment follow up the sample
4th year-complete remission

16 F 6 B-ALL I 1-year end of treatment follow up the sample
4th year-complete remission
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Co-culture assays

ALL-MSC and Healthy-MSC samples were seeded by duplicate in 24-well plates
at a density of 1 × 104 cells per well in MesenPRO-RSTM medium and allowed to adhere
overnight before adding allogenic NK cells at the indicated MSC:NK ratios. Co-
cultures were maintained in culture media supplemented with IL-12 (10 ng/mL;
ProSpec, East Brunswick, NJ, USA) and IL-15 (100 ng/mL; ProSpec). Where indi-
cated, Healthy-MSCs were treated with the inhibitor of PGE2 synthesis, NS-398 (5 μM;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and/or anti-TGF-β1 (10 μg/mL; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) during cocultures with NK cells.

In cocultures between Healthy-MSCs and the B-precursor leukemic cell line NALM-
6, MSCs (1 × 104 cells/well) were allowed to adhere either at the bottom of 12-well
plates or to the lower side of transwell membranes (0.4 μm pore size). After 3 hours,
in all cases leukemic cells were added to the upper compartment of the transwell
membranes and cultured for three days.

Cytotoxic assays

Cytotoxicity was measured using the Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche Di-
agnostics, Barcelona, Spain), following the manufacturer’s instructions. In brief, purified
NK cells derived from different donors were cultured in IL-12 and IL-15 either alone
or in the presence of ALL-MSCs or Healthy-MSCs as above mentioned. NK cells were
separately collected from the non-adherent layer and used as effectors in the cy-
totoxicity assays against K562 cell line. The cytotoxicity capacity of NK cells was
assessed by plating cells for 4 hours at different effector/target ratios.

Flow cytometry

The following mAbs conjugated to different fluorochromes were used for flow
cytometric analysis: CD14, CD16, CD19, CD25, CD29, CD34, CD40, CD44, CD56, CD69,
CD86, CD90, CD94, HLA-DR, HLA-E, NKG2A, NKG2D/CD314, NKp30/CD337, NKp44/
CD336, NKp46/CD335, KIR2DL+2L3/CD158b, KIR3DL1/CD158e, PD-L1/CD274 and PD-
L2/CD273 from R&D Systems, BD Biosciences (San José, CA, USA), Immunostep
(Salamanca, Spain) and BioLegend (San Diego, CA, USA). Immunofluorescence stainings
were performed as described previously [22]. Analyses were conducted in a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San José, CA, USA) from the Centro de
Citometría y Microscopía de Fluorescencia, UCM.

Apoptosis assays

After 12 hours of coculture, the proportion of apoptotic MSCs and NK cells were
determined by staining with Annexin-V-FITC (BD Biosciences) and propidium iodide,
according to the supplier’s instructions. Apoptotic cells were defined as annexin-
V-positive propidium iodide-negative cells.

Cytokine measurements

The concentrations of IFNγ, TNFα and IL10 in the coculture supernatants were
determined by ELISA (BioLegend) according to the manufacturer’s instructions.

Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times in the course of disease were
seeded in 24-well plates at a subconfluent density of 1 × 104 cells/cm2. After 6 days,
culture supernatants were obtained and PGE2 and TFG-β concentrations were de-
termined by using an ELISA kit (R&D Systems) and a Cytometric Bead Array (CBA)
Flex Set system (BD Biosciences) respectively, according to the manufacturer’s
instructions.

Quantitative RT–PCR

Real-time PCR was performed with specific TaqMan assays: Granzyme
(Hs00989184_m1), Perforin (Hs00169473_m1), PI9 (Hs00244603_m1), TLR3
(Hs00152833_m1), TLR4 (Hs00152939_m1), Jagged 1 (Hs01070032_m1), and Jagged
2 (Hs00171432_m1), all obtained from Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
as described previously [23]. GNB2L1 was used as endogenous control. Amplifica-
tions, detections, and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System
(Centro de Genómica, UCM). The Delta CT method was used for normalization to
GNB2L1 mRNA.

Statistical analysis

The Student t test was used for statistical analysis. Values of P ≤ 0.05 (*), and
P ≤ 0.01 (**) were considered to be statistically significant.

Results

ALL-MSCs increase functional capabilities of NK cells

We performed cytotoxic assays in which NK cells derived from
different donors were used as effectors after culture with IL-12 and

IL-15 either in the presence of Healthy- or ALL-MSCs. As ex-
pected, NK cells cultured alone could efficiently lyse K562 target
cells but a strongly reduced killing capability was detected in all
samples analyzed when effector cells were cultured previously in
the presence of Healthy-MSCs (Fig. 1A). On the contrary, NK cells
cocultured with ALL-MSCs derived from eleven out of thirteen dif-
ferent ALL patients studied (nos. 1–11) displayed an increased
cytolytic activity compared not only to NK cells cultured with
Healthy-MSCs but also to those cultured alone (Fig. 1A). Similar
results were obtained when primary leukemia cells were used as
targets for NK cell mediated cytotoxicity (Fig. 1B). The effect of ALL-
MSCs to increase the lytic potential of NK cells was dose dependent
as shown in Fig. 1C. On the other hand, ALL-MSCs derived from pa-
tients numbers 12 and 13 differed in that behavior showing an
immunosuppressive capacity of NK cell-mediated cytotoxicity, similar
to that exhibited by Heatlhy-MSCs. Relevantly, both ALL-MSCs
samples corresponded to patients with high risk ALL (Fig. 1D).

The impact of ALL-MSCs on NK cell cytokine secretion was also
evaluated. Whereas the levels of the pro-inflammatory cytokines
IFN-γ and TNF-α were higher in supernatants recovered from NK
cells cocultured with ALL-MSCs respect to those cultured alone, with
Healthy-MSCs or high risk ALL-MSCs, the production of IL-10 was
comparatively reduced (Fig. 1E).

These results support the idea that MSCs derived from bone
marrow of patients with low/intermediate risk ALL are able to adapt
their immunomodulatory features promoting the NK cell cyto-
toxic activity and, notably, these properties persist in the absence
of leukemia cells.

Expression of activation markers on NK cells is not inhibited by the
presence of ALL-MSCs

In parallel to the functional changes described above, whereas
Healthy-MSCs significantly inhibited the cytokine-induced expres-
sion of activation markers, such as CD69 and CD25, and specific
activating NK cell receptors, such as NKp30 and NKp46, no signif-
icant differences were found when comparing the phenotypic profile
of NK cells cultured in the presence of ALL-MSCs and stimulated
NK cells cultured alone (Fig. 2A and B). Similar results were ob-
tained when the expression of granzyme and perforin was analyzed
(Fig. 2C). High risk ALL-MSCs (patients nos. 12 and 13) exhibited
again immunosuppressive properties inhibiting the acquisition of
NK cell activation markers, similarly to Healthy-MSCs (Fig. 2B).

NK cell viability was also analyzed and no significant differ-
ences were found after coculture with Healthy-MSCs or any of the
ALL-MSCs tested (Fig. 2D).

MSCs from treated patients progressively recover the
immunosuppressive capacities of Healthy-MSCs

We further evaluated whether the differential immunomo-
dulatory behavior on NK cell function observed between Healthy-
and ALL-MSCs obtained at diagnosis was maintained along the course
of disease. Although variability existed among individuals, in most
cases NK cells cocultured with ALL-MSCs+15 or ALL-MSCs+35 from
treated patients progressively exhibited a functional capability, mea-
sured in terms of cytotoxicity and cytokine production, more similar
to NK cells cocultured with Healthy-MSCs (Fig. 3A and B). However,
in about 20% of patients, MSCs isolated during chemotherapy treat-
ment showed immunostimulatory abilities higher than those
exhibited by diagnosis ALL-MSCs (Fig. 3A; Patient 7). On the
contrary, all analyzed OOT-MSC samples showed similar
immunosuppressive capacities to Healthy-MSC samples (Fig. 3C
and D).
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Similar susceptibility of ALL-MSCs and healthy-MSCs to NK cell-
mediated lysis

We analyzed whether the differences observed in our function-
al studies could be explained by an increased susceptibility

of ALL-MSCs to NK cell-mediated lysis. Fig. 4A shows that MSC
yield was similar in both culture types and in all MSC:NK cell ratios
tested. Similar levels of the granzyme B inhibitor PI-9 were
found in Heathy- and ALL-MSCs as shown by quantitative PCR
(Fig. 4B).

Fig. 1. Contrary to Healthy-MSCs, ALL-MSCs do not inhibit but induce NK cell effector functions. Purified NK cells were cocultured in 24-well plates in media supple-
mented with IL-12 (10 ng/mL) and IL-15 (100 ng/mL) in the absence or presence of Healthy-MSCs or ALL-MSCs. (A) Data show the cytotoxic activity of NK cell population
cultured for 12 hours either alone (media) or in the presence of Healthy-MSCs or ALL-MSCs (MSC:NK ratio, 1:30) before standard cytotoxicity assay against K562 target
cells at different effector-to-target ratios in duplicate wells. Data are representative of eleven different low/int risk ALL-patients and eight healthy donors. (B) Under the
same conditions described above, primary leukemia cells from two different patients were used as targets for NK cell cytotoxicity (effector:target ratio, 2:1). Results are
expressed as mean ± SD of the percentage of lysis mediated by NK cells cultured with Healthy-MSCs or ALL-MSCs with respect to NK cells cultured alone (100%). NK cells
from three different healthy donors were used as effectors, and two different Healthy-MSCs and ALL-MSCs were used in the cocultures. (C) Cytotoxicity activity of NK cells
tested after coculture with different doses of either ALL- or Healthy-MSCs. NK cell cytotoxic activity stimulation with ALL-MSCs occurred in a dose-dependent manner. Data
are representative of four different ALL-MSC patients and four Healthy-MSC donors. (D) Cytotoxic activity of NK cells tested after coculture in the presence or absence of
high-risk of relapse ALL-MSCs or Healthy-MSCs. Data are representative of two high risk ALL-MSCs patients and five Healthy-MSCs donors. (E) Cytokine secretion profile of
NK cells cultured for 36 hours alone-Media or in combination with Healthy-MSCs, ALL-MSCs or high risk ALL-MSCs was measured by ELISA. Results are expressed as per-
centage of NK cytokine production cultured with Healthy-MSCs, ALL-MSCs or high risk ALL-MSCs with respect to NK cells cultured alone (100%). Data represent the mean ± SD
of eight to thirteen independent experiments. Each experiment was performed with Healthy-MSCs and ALL-MSCs from different donors. (*p ≤ 0.05, versus Healthy-MSCs;
#p ≤ 0.05, versus NK cells -Media-).
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MSCs respond to the presence of leukemia cells by modifying their
immunological properties

Next we investigate the relevance of leukemia cells in the ac-
quisition of the immunostimulatory features shown by ALL-MSCs.
Healthy-MSCs were cocultured in different conditions with NALM-
6, a human B cell precursor leukemia cell line, and then the
immunomodulatory effects of MSCs on NK function were ana-
lyzed. As previously shown, Healthy-MSCs inhibited the cytokine-
induced NK cell cytotoxic activity; however, when Healthy-MSCs
were previously cocultured with NALM6 leukemia cell line, the NK

cells exhibited a lytic activity similar to that shown by NK cells cul-
tured alone (Fig. 5). Similar, although less evident, were the results
obtained when MSC-leukemia cell contact was impeded using a
transwell chamber system (Fig. 5).

Changes in cytokine secretion and cell-to-cell interactions are
consistent with ALL-MSC-mediated immune stimulatory effects
on NK cells

TGF-β and PGE2 represent two of the most important soluble
mediators of MSC immunosuppressive effects [24]. Then, we

Fig. 2. Phenotype and viability of NK cells after coculture with either Healthy-MSCs or ALL-MSCs. (A) Expression of different NK cell surface markers after culture of NK
cells with or without either Healthy-MSCs or ALL-MSCs for 36 hours. Solid histograms represent the expression of the indicated antigens on NK cells. Open histograms
represent the background fluorescence using isotype-matched irrelevant mAbs. A representative phenotypic analysis of eight independent experiments with a total of eight
ALL-MSCs samples and seven Healthy-MSCs samples is shown. (B) Bars represent the mean ± SD of the percentage of positive cells for NK cell antigens from the eight in-
dependent experiments mentioned above. (C) mRNA levels for granzyme and perforin were determined by quantitative RT-PCR. Results represent the mean ± SD of three
independent experiments. (D) The viability of NK cells cultured alone, with Healthy-MSCs or ALL-MSCs from low/intermediate and high risk patients was determined by
staining with Annexin V and Propidium Iodide. Data represent the mean ± SD from two to eight independent experiments. (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001 versus Healthy-
MSCs; #p ≤ 0.05, ##p ≤ 0.01 versus NK cells).
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Fig. 3. The immunostimulatory properties of MSCs derived from ALL patients are modified in the course of disease. MSCs isolated from the bone marrow of healthy donors
(n = 8) and ALL patients at different times in the course of disease (n = 11 patients and n = 3 children out of therapy) were cultured for 12 hours with isolated NK cells. (A)
Cytotoxic activity of NK cells cultured alone-media or in the presence of either Heathy-MSCs or ALL-MSCs at different times in the course of disease (ALL-MSCs+15, ALL-
MSCs+35). Results show the different immunomodulatory behavior of MSC isolated at different times during the disease from different ALL patients. Three different ALL-
patients from a total of eleven were shown. In each experiment, same NK cell donor was used in all cultures. (B) Cytokine secretion profile of NK cells after coculture for 36
hours with Healthy-MSC and ALL-MSC at different times in the course of the disease. Note that the cytokine production is affected in the same way as the cytotoxic activity.
Cytokine secretion was measured by ELISA and represents the percentage of cytokine production after culture with Healthy-MSCs or ALL-MSCs at different times in the
course of the disease, with respect NK cell culture alone (100%). Results represent the mean ± SD of MSC samples derived from six patients at different times during disease.
(C) Cytotoxic activity and (D) cytokine production of NK cells after coculture with MSC samples from 2–3 children out of therapy (OOT-MSCs). Remarkably, the cytolitic
effect exercised by NK, and its cytokine production, after coculture with the different samples from OOT-MSCs was equivalent to those observed with Heathy-MSCs. The
cytokine production was expressed as the percentage of values from NK cells cultured alone. (*p ≤ 0.05 versus Healthy-MSCs; #p ≤ 0.05 versus NK cells).
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comparatively analyzed the levels of both soluble factors on super-
natants from Healthy- and ALL-MSCs after six days in culture. In
agreement with their immunostimulatory abilities, ALL-MSCs pro-
duced significantly reduced levels of TFG-β and PGE2 compared to
those found in Healthy-MSC cultures (Fig. 6A). Similar results were
obtained by qPCR (data not shown). Intermediate levels of these
factors were produced by MSCs isolated from patients after initi-
ation of therapy (Fig. 6A). However, only the blockade of TGF-β
activity significantly inhibited the immunosuppressive capacity of
Healthy-MSCs without reaching the immunostimulatory effects of
ALL-MSCs (Fig. 6B), suggesting the involvement of additional
mechanisms.

We also analyzed the expression of molecules relevant for the
immune function. Healthy-MSCs did not express co-stimulatory mol-
ecules like CD40 or CD86, but in contrast ALL-MSCs, particularly those
obtained at diagnosis, showed high levels of expression of both mol-
ecules (Fig. 6C and D). On the contrary, the constitutive expression
of the PD-1 ligands, PD-L1 and PD-L2, known to play a key role in
inhibiting the immune response, appeared notably downregulated
in ALL-MSCs (Fig. 6C and D). No changes in MHC class I or II mol-
ecules were observed when comparing Healthy-MSCs and ALL-
MSCs (Fig. 6C and D). High risk ALL-MSCs showed a phenotypic
profile similar to that of Healthy-MSCs (Fig. 6C).

Previous studies have reported that the differential stimulation
of MSCs via TLR-3 or TLR-4 results in an immunosuppressive or
immunostimulatory signature respectively, and these effects were
suggested to be mediated at least in part by the Notch ligand

Jagged-1 [8]. We therefore analyzed, in Healthy- and ALL-MSCs, the
expression of TLR3 and TLR4 as well as that of Jagged-1 involved
downstream of TLR signaling [8,25]. TLR4 expression was signifi-
cantly higher in ALL-MSCs at diagnosis and concomitantly the
expression of Jagged 1 also appeared increased compared to Healthy-
MSCs (Fig. 6E). In addition, when cytokine-activated NK cells were
treated with the γ-secretase inhibitor DAPT in the presence of
Healthy-MSCs or ALL-MSCs, it was evident that the blockade of Notch
signaling could reverse the effects induced by ALL-MSCs (Fig. 6F)
suggesting that the Notch pathway could be mediating, at least par-
tially, the immunostimulatory effects of ALL-MSC on NK cells.

Discussion

In the present report we proposed to carry out a detailed anal-
ysis of the immunological characteristics of MSCs derived from
pediatric patients suffering ALL, with special emphasis on their dif-
ferential capacity for stimulating NK cell responses in comparison
to Healthy-MSCs. Although most studies have emphasized an im-
munosuppressive effect of MSCs, we found that all samples of ALL-
MSCs derived from bone marrow of patients with low/intermediate
risk leukemia at diagnosis enhanced the NK cell antitumor cyto-
lytic activity and their pro-inflammatory cytokine production.
Notably, these properties persisted in the absence of ALL cells. On
the contrary, ALL-MSCs derived from patients with high-risk leu-
kemia were able to inhibit NK cell function similarly as did MSCs
from healthy donors. Therefore, our current findings open the pos-
sibility that a differential immunomodulatory behavior of MSCs from
low/intermediate risk or high risk leukemia patients might be rel-
evant for the control and progression of disease, contributing to its

Fig. 4. Similar susceptibility of Healthy-MSCs and ALL-MSCs to NK cell attack. Healthy-
MSC and ALL-MSC were cultured with cytokine-activated NK cells for 12 hours. (A)
Percentage of Annexin− IP− MSCs after coculture with NK cells at different MSC:NK
cell ratios. Data represent the mean (±SD) of seven independent experiments with
a total of five ALL-MSCs samples and three Healthy-MSC samples. (B) Gene expres-
sion in Healthy-MSCs and ALL-MSCs after coculture with NK cells (ratio 1:30).
Transcriptional levels of serpin PI9 genes were normalized to the endogenous control
GNB2L1. Data are expressed as mean ± SD of duplicates of three independent
experiments.

Fig. 6. Mechanisms which mediate the immunomodulatory properties of ALL-MSCs. (A) Supernatants of Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times in the course of
the disease were collected after six days of culture and PGE2 and TGF-β production determined by ELISA and CBA system, respectively. Data are the mean ± SD of seven to
ten ALL-MSCs and six Healthy-MSCs samples. (B) Purified NK cells were stimulated with IL-12 and IL-15 and cocultured with ALL-MSCs or Healthy-MSCs (MSC:NK cell ratio,
1:30) treated with the PGE2 inhibitor NS-398 and/or anti-TGF-β. Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments using four Healthy-MSCs and three
ALL-MSC samples. The percentage of lysis mediated by NK cells cultured in the different conditions with respect to NK cells cultured alone (100%) is shown. (C) Healthy-
MSCs, ALL-MSCs at different times during the disease and high risk ALL-MSCs were cultured for six days and analyzed by flow cytometry for the expression of different
immunomodulatory molecules. Percentage of positive cells is indicated in the histograms. (D) Bars represent the mean ± SD of the percentage of positive cells for
immunomodulatory molecules from five different MSC samples in each group. (E) Quantitative RT-PCR analysis of the expression of the Toll-like receptors TLR3, TLR4 and
Notch ligand Jagged-1, Jagged-2, in Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times during the disease. Gene expression was normalized to GNB2L1, used as endogenous
control. Data are the mean ± SD of seven to ten ALL-MSCs and six Healthy-MSCs samples. (F) Cytokine-activated NK cells were cultured during 36 hours alone (media) or in
the presence of either Healthy-MSCs or ALL-MSCs treated with or without the γ-secretase inhibitor IX DAPT (50 μM) and assayed in a 4-hour standard cytotoxicity assay
against the K562 target cells at different effector-to-target ratios in duplicate wells. Data are representative of two independent experiments with a total of four ALL-MSC
samples and two Healthy-MSC samples. (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 versus Healthy-MSCs; #p ≤ 0.05 versus ALL-MSCs; (F) **p ≤ 0.01 versus DAPT treatment).

Fig. 5. Influence of the leukemia cells on the immunomodulatory properties of MSCs.
Healthy-MSCs were cocultured with the leukemia cell line NALM6 (MSC:leukemia
cell ratio, 1:30) in two different culture conditions: MSCs in contact with NALM6
cells (cell-to-cell contact) or separated by a transwell membrane (soluble factors).
After three days of coculture, Healthy-MSCs were replated and cultured with NK cells
from three healthy donors. Cytotoxic activity after 36 hours of coculture is shown
(effector:target ratio, 2:1). Data are the mean ± SD of three different Healthy-MSC
samples. (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 versus Healthy MSCs; no significant differences were
found when comparing Healthy-MSCs-Leukemia cells-contact/no contact versus Media
and Healthy-MSCs-Leukemia cells-contact versus Healthy-MSCs-Leukemia cells-
no contact).
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clinical characteristics. In correlation, we have recently described
that the phenotype of bone marrow NK cells from low/intermediate
and high risk as well as relapsed ALL patients is significantly dif-
ferent, exhibiting the NK cells derived from patients with worse
prognosis, a reduced expression of activation markers as well as
natural cytotoxicity receptors and increased levels of the inhibito-
ry receptors [22]. Recently, Wang et al. [16] have also described a
differential immunoregulatory role of bone marrow-derived MSCs
from patients with low-risk and high-risk myelodysplastic syn-
dromes on DC development. In agreement with our current results,
MSCs derived from patients with a better prognosis induced an in-
creased DC functionality [16]. Other studies have used MSCs derived
from patients with either chronic myeloid leukemia, multiple
myeloma or myelodisplastic syndromes to analyze their effects on
T cell function. Remarkably, in those cocultures, T cell activation was
significantly higher than that exhibited by T cells cocultured with
Healthy-MSCs [14,15,26,27]. In contrast, Conforti and colleagues have
reported that MSCs isolated from ALL patients exert anti-
inflammatory effects similar to those of Healthy-MSCs [28]. All
together, these results suggest that bone marrow MSCs derived from
patients with hematological malignancies exhibiting better prog-
nosis could modify their immunological face to promote an effective
immune response.

An important issue on the observed behavior of ALL-MSCs is to
know whether their differential properties are primary or ac-
quired by MSCs after contacting with leukemia cells. In this sense,
our results indicate that Healthy-MSCs adopt the immunomodulatory
features of ALL-MSCs when exposed to NALM6 leukemia cells,
acquiring the ability to stimulate the NK cell antitumoral func-
tion, presumably to facilitate the elimination of leukemic cells. On
the contrary, when MSCs were cocultured with TOM-1, a B-ALL cell
line with high-risk cytogenetics (bcr/abl positive), their effects on
NK cell function were immunosuppressive and similar to those ex-
hibited by Healthy-MSCs without previous contact with leukemia
cells (our unpublished results). These results are in agreement with
earlier reports which showed changes in the phenotype and mainly
in the cytokine production by bone marrow stromal cells from he-
matological patients and healthy donors induced by myeloma tumor
cell lines or myelodisplastic cells [5,9,29,30]. As suggested by Liotta
and colleagues in the context of an infectious process [25], MSC
samples obtained from low/intermediate risk patients at diagno-
sis could be then responding to tumor derived signals that represent
a potential harm to the host, by modulating an efficient immune
response. In this sense, ALL-MSCs isolated from children during
therapy progressively show immunomodulatory features more
similar to those of MSCs from healthy donors, which probably re-
flects the renewal of MSCs in a leukemia-free bone marrow after
months of chemotherapy. Additional studies are thus necessary to
define the mechanism by which ALL may alter the immunoregulatory
phenotype of MSCs.

As it has been described for different immune cells, MSCs could
develop an immunosuppressor, MSC2, or immunostimulator, MSC1,
phenotype, depending on the microenvironment-derived signals.
Waterman and colleagues have therefore proposed that MSCs exhibit
immunosuppressor characteristics until a pro-inflammatory role is
required. At that moment, specific TLRs, cytokines and/or cell-to-
cell interactions induce changes in the MSC phenotype which acquire
immunostimulatory capabilities [8]. Our results indicate that those
redundant mechanisms underlying the MSC-mediated inhibitory
effects are reduced or abolished in ALL-MSCs. The changes include
a significant decrease in the production of PGE2 and TGF-β, soluble
factors that have been suggested to play a role in healthy MSC-
mediated suppression of NK cell function [7]. Similar results have
been described for MSCs derived from patients with myelodysplastic
syndromes [16,26]. In relation to cell-cell contact-mediated mecha-
nisms, we also observed a reduced expression of PD-L1 or PD-L2

on ALL-MSCs. Since the activation of the PD-1/PD-L1 signaling axis
leads to inactivation of NK cell in multiple myeloma [31], it is not
unlikely that the down-regulation of PD-L expression observed on
ALL-MSCs has a positive impact on NK cell function, as demon-
strated in other cell coculture systems [32].

TLR4 priming promotes MSC survival and triggers the induc-
tion of pro-inflammatory cytokines and chemokines, therefore
providing a mechanism to block the immunosuppressive activity
of MSCs and to restore an efficient immune response in different
pathological conditions [17,25,33,34]. Interestingly, Waterman and
colleagues demonstrated antitumoral effects of TLR4-primed MSCs
using a human ovarian cancer xenograft immune-competent model
[17,35]. In correlation, our results indicate that ALL-MSCs show an
augmented TLR4 expression whereas other TLRs do not show a
modified expression respect to Healthy-MSCs. To our knowledge
no information exists about possible TLR signaling changes in
MSCs derived from other hematological or non-hematological
malignancies.

Finally, our results also indicate a similar kinetics of expression
between TLR4 and the most representative Notch1 ligand in MSCs,
Jagged-1, during the course of ALL. A cross-talk between TLR4 and
Notch1 pathways has been described in different cell types, and in
most studied systems Notch1 signaling appears to modulate the
production of proinflammatory cytokines in response to LPS stim-
ulation [36]. Supporting these data, we demonstrate that the
inhibition of the Notch1 pathway results in a neutralization of the
immunostimulatory effects of ALL-MSCs, suggesting that, at least
partially, Jagged 1 is involved in the capacity of ALL-MSCs at diag-
nosis to stimulate the NK cell antitumor activity.

Altogether, our current results demonstrate a differential be-
havior of MSCs from ALL patients, urging to review the generally
accepted concept that MSCs mostly have a deleterious role in the
tumor context. Instead, MSCs could initially protect the host in low/
intermediate risk leukemia, promoting the immune response and
therefore restraining tumor progression, whereas in high risk leu-
kemia they would remain as immunosuppressive cells.
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SHORT COMMUNICATION

A discrete population of IFN λ-expressing BDCA3hi

dendritic cells is present in human thymus

Víctor G Martínez1, Noelia M Canseco1, Laura Hidalgo, Jaris Valencia, Ana Entrena, Lidia M Fernández-Sevilla,
Carmen Hernández-López, Rosa Sacedón, Angeles Vicente1 and Alberto Varas1

Human thymus contains two major subpopulations of dendritic cells (DCs), conventional DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs

(pDCs), which are mainly involved in central tolerance and also in protecting the thymus against infections. In blood and

peripheral organs cDCs include the subpopulation of BDCA3hi DCs, considered as equivalents to mouse CD8α+ DCs. In this

study we describe in human thymus the presence of a discrete population of BDCA3hi DCs that, like their peripheral

counterparts, express CD13, low-intermediate levels of CD11c, CLEC9A, high levels of XCR1, IRF8 and TLR3, and mostly

lack the expression of CD11b, CD14 and TLR7. Thymic BDCA3hi DCs display immature features with a low expression of

costimulatory molecules and HLA-DR, and a low allostimulatory capacity. Also, BDCA3hi DCs exhibit a strong response to TLR3

stimulation, producing high levels of interferon (IFN)-λ1 and CXCL10, which indicates that, similarly to thymic pDCs, BDCA3hi

DCs can have an important role in thymus protection against viral infections.

Immunology and Cell Biology advance online publication, 10 March 2015; doi:10.1038/icb.2015.22

Thymic dendritic cells (DCs) are highly specialized antigen-presenting
cells with specific functions including induction of central tolerance
through negative selection of self-reactive thymocytes and promotion
of regulatory T (Treg) cell differentiation.1,2 Plasmacytoid DCs (pDCs)
and conventional DCs (cDCs) are the two major DC subpopulations
described in human thymus.3–5 Thymic pDCs are found in both the
thymic cortex and the medulla and are phenotypically defined as
HLA-DRint CD123hi CD45RA+ cells lacking expression of CD13 and
CD11c. They are considered as immature DCs owing to their low
expression of costimulatory molecules that are strongly upregulated
after activation.3–5 A population of thymic mature activated pDCs has
been recently described ex vivo and their involvement in Treg cell
development has been demonstrated.6 Like peripheral blood pDCs,
thymic pDCs secrete interferon (IFN)-α in response to viruses
indicating that these cells also have a role in protecting the thymus
against viral infections.3,7 Unlike pDCs, thymic cDCs are defined as
HLA-DR+ CD13+ CD11c+ cells expressing CD45RO rather than
CD45RA and are found mainly within the thymic medulla and at
the corticomedullary border. They can be subdivided in two main
subsets, immature and mature cDCs, based on the differential
expression of HLA-DR and DC-LAMP,3 CD11b5 and CD14,4 along
with their expression of costimulatory molecules. Functionally, it is
assumed that cDCs have an important role in the elimination of self-
reactive thymocytes1,2 and also thymic immature cDCs have been
demonstrated to strongly induce the proliferation and differentiation
of suppressive Treg cells after activation with Hassallʼs corpuscles-
derived thymic stromal lymphopoietin (TSLP).8

In the periphery, cDCs can be separated into BDCA1+ and
BDCA3hi DCs,9–11 and a recent comparative genomic analysis have
indicated that human blood BDCA3hi DCs have a transcriptional
signature that resembles that of mouse CD8α+ DCs, suggesting that
BDCA3hi DCs might be functionally related to this lineage.12 The
finding of the equivalence between CD8α+ and human BDCA3hi DCs
was supported by the identification of markers that are expressed on
both DC subsets including CLEC9A/DNGR-1, XCR1, Necl2/CADM1
and TLR3, as well as the lack of expression of other markers such as
CD11b and TLR7.13–15 Although now controversial, the functional
hallmarks of BDCA3hi DCs seem to be IL12p70 secretion, cross-
presentation ability and mainly IFN-λ production.15,16 Apart from
blood, BDCA3hi DCs have been also found in several peripheral
organs, such as lung, liver and skin,9 and lymphoid tissues including
spleen, lymph nodes, tonsils and bone marrow.11,14,17 However no
study has yet analyzed the existence of BDCA3hi DCs in human
thymus, although Vandenabeele et al.5 indicated that the thymic
CD11b− DC subpopulation had similarities to murine CD8α+ DCs,
the major DC subpopulation appearing in mouse thymus.1 In the
current study we describe in the human thymus a population of
BDCA3hi DCs showing remarkable similarities with BDCA3hi

CLEC9A+ DCs present in human peripheral organs. We also show
that thymic BDCA3hi DCs highly produce IFN-λ in response to
TLR3 stimulation suggesting that they can share with thymic
pDCs the role of protecting the thymus gland against microbial
infections.
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RESULTS AND DISCUSSION

Human thymus contains a population of BDCA3hi CLEC9A+

XCR1+ dendritic cells
The analysis of BDCA3 expression in the CD13+ thymic DC
population allowed to distinguish two main subpopulations of cDCs,
defined as BDCA3hi HLA-DR+ DCs and BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(Figure 1a). Although variability exists among individuals, in most of
the thymus samples analyzed the BDCA3hi HLA-DR+ DC subpopula-
tion tended to be less abundant (0.019± 0.015% of total thymic cells;
range 0.0003–0.055%; n= 22) than that of BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(0.031± 0.024% of total thymic cells; range 0.0006–0.084%; n= 22).
The phenotypic analysis showed that both cDC subsets exhibited

distinct antigenic profiles. The C-type lectin CLEC9A has been
demonstrated to be selectively expressed by BDCA3hi DCs from blood
and peripheral lymphoid and non-lymphoid tissues9,11,14,17 and, in
concordance with these results, we found that the expression of
CLEC9A was mainly confined to the thymic BDCA3hi HLA-DR+ DC
subset (Figure 1b). Also in line with previous reports,9,14 BDCA3hi

HLA-DR+ DCs mostly lacked expression of CD11b, CD14 and CD1a
and expressed low to intermediate levels of BDCA1 and CD11c
(Figure 1b). In contrast, the subpopulation of BDCA3+ HLA-DRhi

DCs were mostly positive for CD11b, CD14 and CD1a and expressed
high levels of BDCA1 and CD11c (Figure 1b). Both thymic DC
subpopulations exhibited a similar expression of CD45RO, DEC205
and DC-SIGN and did not express CD7, CD45RA or high levels of
CD123 (Figure 1b).
The expression of costimulatory molecules was also analyzed

showing that BDCA3hi HLA-DR+ DCs expressed lower levels of
CD40, CD80, CD86, as well as CD83 than BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(Figure 1c). Accordingly, the BDCA3hi HLA-DR+ DC subpopulation
exhibited a lower capacity to stimulate T cell proliferative responses
(Figure 1d). These results, along with the fact that BDCA3hi HLA-DR+

DCs expressed lower levels of HLA-DR, seemed to indicate that this
DC subset includes less mature DCs. Bendriss-Vermare et al.3 and
Schmitt et al.4 described in the human thymus populations of
immature DCs, defined as HLA-DRint CD11c+ DCs and CD11c+

Figure 1 Phenotypic and functional analysis of BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi human thymic DC subsets. (a) Thymocyte suspensions were enriched in non-
T cells and among the Lin− (CD34, CD3, CD56, CD19) CD13+ cells two different DC subpopulations were found according to their BDCA3 and HLA-DR
expression. (b) Differential expression of several cell markers in BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DC subsets. Light-gray filled histograms represent
background fluorescence. For comparison, the black-filled histogram shows the high expression of CD123 exhibited by thymic pDCs. Similar staining patterns
were obtained in two to eight different experiments. (c) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs were analyzed for the expression of costimulatory molecules
(CD40, CD80 and CD86) and CD83. Dotted lines represent the fluorescence background. Percentages of positive cells and mean fluorescence intensities are
indicated in each histogram. (d) cDC subsets were isolated from human thymus and co-cultured with CFSE-stained naive CD4+ T cells at different DC:T cell
ratios. After 6 days of culture cell proliferation was assessed by flow cytometry. Data are representative of two to three independent experiments.
(e,f) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs were isolated and mRNA levels for XCR1 (e), IRF4 and IRF8 (f) were determined by quantitative RT-PCR. Results
represent the mean (± s.d.) of four samples pooled from two independent experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (g) Thymocyte suspensions
were cultured with horse heart cytochrome C or vehicle for 24 h and the percentage of specific apoptosis was calculated as described in methods. The mean
(± s.d.) of three samples is shown (*P⩽0.05, by t-test). (h) Internalization of Lucifer Yellow was analyzed after 4 h of incubation at 37 °C (black histograms)
or 4 °C (gray histograms). One representative out of three independent experiments is shown.
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CD14− DCs, respectively, and expressing low levels of costimulatory
molecules and low allostimulatory capacity. It is likely that BDCA3hi

HLA-DR+ DCs could be included in those subpopulations. Also, it has
been demonstrated that the subpopulation of immature CD11c+ DCs

when stimulated with TSLP, a cytokine produced by the Hassall’s
corpuscles, upregulate HLA-DR, DC-LAMP and the costimulatory
molecules CD80 and CD86, acquiring a phenotype similar to that
described for mature thymic DCs.6,8 In agreement with these results,

Figure 2 BDCA3hi DR+ DCs highly express IFN-λ and CXCL10 in response to TLR3 stimulation. (a) BDCA3hi DR+ and (b) BDCA3+ DRhi DCs were isolated
and mRNA levels for TLR1-9 were determined by quantitative RT-PCR. Results represent the mean (± s.d.) of four samples pooled from two independent
experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (c–e) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs isolated from human thymus were stimulated with TLR1
(Pam3) or TLR3 (Poly I:C) agonists. After 12 h of culture, mRNA expression levels for IFN-λ1 (c), CXCL10 (d) and IFN-α1 (e) were determined by
quantitative RT-PCR and compared with that observed ex vivo (0 h). (e) For comparison, pDC IFN-α1 expression before and after 12 h of culture with the
indicated stimulus is represented. The mean (± s.d.) of duplicates in three independent experiments is shown. GNB2L1 was used as endogenous control.
(f,g) Supernatants of stimulated DCs were assayed for protein levels of IFN-λ1 (f) and CXCL10 (g). Data from three independent experiments are shown.
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BDCA3hi HLA-DR+ DCs constitute the thymic DC subset containing
the highest proportion of TSLP receptor-positive cells (Figure 1b).
However, the subset of CD11b− human thymic DCs was reported to
comprise mature DCs.5 This discrepancy with our results could be
explained by the fact that the CD11b− DC subpopulation includes a
highly variable proportion of DCs expressing high levels of BDCA3.
The chemokine receptor XCR1 has been described as a specific

marker for BDCA3hi CLEC9A+ human peripheral DCs, as well as
homologous DC populations in other mammalian species.13,18 When
the expression of XCR1-encoding mRNAs was analyzed in sorted
thymic DC populations, it was evident that BDCA3hi HLA-DR+ DCs
expressed high levels of XCR1 in comparison with the very low
expression observed in BDCA3+ HLA-DRhi DCs (Figure 1e). Similarly,
IRF8 has been also demonstrated to be selectively expressed in
BDCA3hi DC populations,11,14,19 and we found that thymic BDCA3hi

HLA-DR+ DCs showed a high expression of IRF8 and low or
undetectable expression levels of IRF414 (Figure 1f).
The cross-presentation ability was tested using the cytosolic

translocation assay described previously20,21 and based on the fact
that cross-presenting DCs transfer exogenous proteins into their
cytosol. Thymic DCs were then incubated with horse cytochrome c,
which can induce caspase-dependent apoptosis upon translocation to
the cytosol, and as shown in Figure 1g the proportion of cells
becoming apoptotic after incubation with cytochrome c was higher
in the BDCA3hi HLA-DR+ DC subset. Both thymic DC subpopula-
tions captured soluble proteins similarly, as shown by the efficient
internationalization of Lucifer yellow (Figure 1h), which indicates that
BDCA3hi HLA-DR+ DCs deliver internalized cargo to their cytosol
more efficiently than BDCA3+ HLA-DRhi DCs.
The results shown above indicate that thymic BDCA3hi HLA-DR+

DCs exhibit remarkable similarities with BDCA3hi CLEC9A+ DCs
present in human peripheral blood and lymphoid and non-lymphoid
organs, and because the BDCA3hi CLEC9A+ DCs are considered as
equivalents of mouse CD8α+ DCs,11,14 it is not unlikely to think that
human thymic BDCA3hi HLA-DR+ DCs could be homologous to the
CD8α+ DC subset appearing in the murine thymus. These CD8α+
DCs are assumed to be a resident DC subpopulation which arise from
thymic progenitors,22 therefore, we next examined whether BDCA3hi

HLA-DR+ DCs could be generated from human intrathymic precursor
cells. The culture of CD34+CD1a− thymic precursors in
multicytokine-supported cultures allowed their differentiation into
BDCA3+ HLA-DRhi DCs, as previously described,23 and also into
BDCA3hi HLA-DR+ DCs. This latter subpopulation expressed
CLEC9A, lacked CD11b and showed a lower expression of CD1a
and BDCA1, as their in vivo counterparts (Supplementary Figure S1).

TLR3 stimulation of thymic BDCA3hi DCs highly upregulates IFN-λ
and CXCL10
To gain some insight into the function of thymic BDCA3hi DCs their
TLR expression profile was also examined. In agreement with previous
reports,10,11,14 BDCA3hi HLA-DR+ DCs exhibited a more restricted
TLR gene expression pattern showing high levels of TLR3 and very
low or undetectable levels of TLR2, 4, 5 and 7 (Figure 2a). Low levels
of TLR8 and TLR9 were also detected (Figure 2a), being TLR9
expression controversial because blood BDCA3hi DCs appear to
respond to CpG in spite of an apparent lack of TLR9 mRNA
expression.10,11 Unlike BDCA3hi DCs, TLR4 and TLR5 were the most
highly expressed TLRs in the BDCA3+ HLA-DRhi DC subset
(Figure 2b).
Functionally, BDCA3hi CLEC9A+ DCs are beginning to be con-

sidered key players in the induction of antiviral and antitumor

immunity. It has been shown that, upon TLR3 stimulation, BDCA3hi

DCs, as well as mouse CD8α+ DCs, are the major producers of
IFN-λ,16,24,25 a cytokine that has antiviral and antitumoral activity and
modulates adaptive immunity.26,27 In addition, BDCA3hi DCs stimu-
lated with Poly I:C produce high levels of the chemokine CXCL10,9–11

which has an important role in the generation of antiviral
immunity.28,29 A prominent production of IFN-α, having an impor-
tant role in immune reactions to viral infection,30 has been also
recently described for BDCA3hi DCs after dsRNA recognition.31 We
therefore analyzed the expression of IFN-λ, CXCL10 and IFN-α in
thymic BDCA3hi HLA-DR+ DCs after stimulation with the TLR3
ligand Poly I:C. Figure 2c shows that IFN-λ1 expression was highly
induced in BDCA3hi HLA-DR+ DCs stimulated with Poly I:C but not
Pam3, the ligand for TLR1 which was also considerably expressed in
this DC subset. In comparison, the expression of IFN-λ1 was
minimally upregulated in TLR-activated BDCA3+ HLA-DRhi DCs.
Likewise, the highest expression of CXCL10 could be detected in the
BDCA3hi HLA-DR+ DC subset after TLR3 activation (Figure 2d).
Minimal or undetectable levels of IFN-α were found in both thymic
DC subpopulations stimulated via TLR3 or TLR1 (Figure 2e). These
results were corroborated at the protein level (Figures 2f and g). It
should be noted that a role for RLHs in this process could not be
discarded as it has been reported that the ectopic expression of
components of RIG-I signal transduction pathway induces the
activation of IFN-λ1 promoter.32

These data showing a strong response of thymic BDCA3hi

HLA-DR+ DCs to Poly I:C, along with the expression of IFN-λ and
CXCL10, suggest that this DC subpopulation could have an important
role in the antiviral defense also in the thymus. Although traditionally
considered as an immune-privileged site, it is now clear that the
thymus is a target of infection by microbes including viruses (such as
HIV, influenza virus, human cytomegalovirus and so on) and also
bacteria, fungi and parasites which directly or indirectly can reach the
thymus.33 BDCA3hi HLA-DR+ DCs could then function in the steady-
state thymus as immune sentinels while concomitantly could also
develop functions related to T cell differentiation, as the induction of
the generation of FOXP3+ Treg cells.6,8,34 After thymic infection,
BDCA3hi HLA-DR+ DCs would become activated and produce
prominent amounts of IFN-λ and CXCL10 to control viral replication
and spread. The elevation of CXCL10 levels could further contribute
to the recruitment of CXCR3+ Ag-specific T cells into the thymus to
initiate the adaptive phase of the immune response.35 Similarly,
thymic pDCs are able to induce Treg cell differentiation in steady-state
situations6,36 and produce high amounts of IFN-α after influenza virus
stimulation3 or HIV infection in order to suppress virus replication.7,37

Future work will be focused on the possible cooperation between these
thymic DC subsets with antiviral functions and their possible cross-
talk with other components of the innate immunity, such as NK cells
that co-localize with pDCs in the human thymus and express after
activation notable levels of XCL1 (our unpublished data), which is able
to attract XCR1+ DCs.

METHODS

Isolation of human thymic DCs
Human thymus samples from patients aged 1 month to 4 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the guidelines of
the Medical Ethics Commission of Madrid-Montepríncipe and 12 de Octubre
hospitals. Informed consent was provided according to the Declaration of
Helsinki principles. Thymuses were dissected free of surrounding connective
tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until completely
disaggregated. Thymocyte suspensions were enriched in non-T cells by using
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the sheep red blood cell rosetting technique and the resulting cell suspensions
were used for phenotypic analyzes and for isolation of Lin− BDCA3hi HLA-DR+

and Lin− BDCA3+ HLA-DRhi DCs (purity⩾ 97%) using a FACSAria III cell
sorter (BD Biosciences, San José, CA, USA) from the Centro de Citometría y
Microscopía de Fluorescencia (Universidad Complutense de Madrid). When
indicated Lin− CD123hi HLA-DR+ DCs were sorted from the non-T cell
enriched suspensions.

DC Culture
Isolated thymic DC subsets (106 cells per ml) were cultured in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal calf serum and stimulated for 12 h in the presence
of Poly I:C (12.5 μgml− 1) and Pam3CSK4 (1 μgml− 1, both from Invivogen,
San Diego, CA, USA).
Freshly isolated DCs were used at different numbers as stimulators for

resting allogeneic naive CD4+ T cells (2× 105) isolated by magnetic sorting
(Miltenyi Biotec, Bergisch, Germany) from buffy coats (Centro de Transfusión
de la Comunidad de Madrid). Lymphocytes were labeled with 5 μM CFSE
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) to determine their proliferative response by the
CFSE dilution method after 6 days of culture.
For DC differentiation experiments, intrathymic CD1a− CD34+ precursor

cells were isolated as previously described38 and cultured for 6–10 days with a
cytokine cocktail containing rhIL-6 (5 ngml− 1), rhSCF (200 ngml− 1), rhIL-1β
(280 pgml− 1), rhIL-7 (1000 IUml− 1), rhGMCSF (75 ngml− 1) and rhFLT3
ligand (100 ngml− 1) from Life Technologies (Grand Island, NY, USA), Prospec
(East Brunswick, NJ, USA) and NIBSC (Hertfordshire, UK).

Flow cytometry
Phenotypic characterization of thymic DC subsets was performed by flow
cytometry using the following fluorochrome-conjugated mAbs from BD
Biosciences, BioLegend (San Diego, CA, USA), Caltag (Buckingham, UK),
Immunostep (Salamanca, Spain) and Miltenyi Biotec: CD1a (HI149), BDCA1/
CD1c (L161), CD7 (CD7-6B7), CD11b (DCIS1/18), CD11c (BIy6), CD14
(M5E2), CD19 (HIB19), CD40 (5C3), CD45RA (HI100), CD45RO (UCHLI),
CD80 (BB1), CD83 (HB15e), CD86 (IT2.2), CD123 (9F5), BDCA3/CD141
(M80), DEC205/CD205 (MG38), DC-SIGN/CD209 (9E9A8), TSLPR (1B4) and
HLA-DR (L243 and GRB1). Biotin-conjugated anti-CLEC9A (kindly provided
by Dr D Sancho, CNIC, Madrid) was followed by fluorochrome-conjugated
Streptavidine (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Three- and
four-color immunofluorescence stainings were performed and conducted in a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) (Centro de Citometría y
Microscopía de Fluorescencia, Universidad Complutense de Madrid).

Cytosolic translocation assays
For the cytochrome c killing assay, non-T cell enriched thymocyte suspensions
were cultured with different concentrations of horse heart cytochrome c
(Sigma-Aldrich) or vehicle (H2O) for 24 h and, after extensive washing,
apoptosis was measured in Lin− BDCA3hi HLA-DR+ and Lin− BDCA3+

HLA-DRhi DC subsets. Apoptotic cells were defined as PI−/Annexin+ and the
percentage of specific apoptosis (%SA) was calculated as follows:

%SA ¼ %Apoptotic Cyt C � treated cellsð Þ � %Apoptotic vehicle � treated cellsð Þ
%Apoptotic vehicle � treated cells

´ 100

To test the ability to internalize Lucifer yellow, thymocyte suspensions were
cultured for 24 h in complete medium and then pulsed with Lucifer Yellow
(1mgml− 1) for 4 h at 37 °C or 4 °C. Cells were extensively washed and the
percentage of Lucifer Yellow+ cells was analyzed by flow cytometry in DC
subsets.

Real-time quantitative RT-PCR
RNA isolation and total cDNA synthesis were performed as previously
described.38 Real-time PCR reactions for CXCL10, IFN-α1, IFN-λ1, IRF4,
IRF8 and TLR1-9 were performed in duplicates with pre-developed TaqMan
assay reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to
manufacturer’s instructions. GNB2L1 was used as endogenous control.
Amplifications, detections and analyzes were performed in a 7.900HT Fast

Real-time PCR System (Life Technologies) (Centro de Genómica, Universidad

Complutense de Madrid). The Delta CT method was used for normalization to

GNB2L1 mRNA.

Cytokine measurements
DC culture supernatants were collected after 12 h of stimulation and levels for

IFNλ1 and CXCL10 were assayed by ELISA (eBioscience, Hatfield, UK) and

Cytometric Bead Array Flex Set system (BD Biosciences), respectively.
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