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Resumen 

La leucemia es un grave problema de salud a nivel mundial y el principal 

cáncer infantil, con la leucemia linfoblástica aguda (LLA) de precursores de 

células B como la más frecuente. A pesar de que las tasas de curación de la 

leucemia han incrementado en los últimos años, existe una subpoblación de 

pacientes con el riesgo de sufrir recaídas, las cuales tienen una tasa de 

mortalidad del 70%. Sin embargo, los mecanismos por los cuales los blastos 

leucémicos logran infiltrarse a otros órganos no se conocen con exactitud. 

Cortactina es una proteína de unión a actina que está altamente expresada en 

distintos tipos de cáncer y se ha asociado a metástasis, por lo que creemos 

que su alta expresión en células leucémicas podría estar relacionada con su 

capacidad de transmigración endotelial e infiltración. Encontramos que las 

líneas celulares de LLA-preB, Nalm-6 y REH, expresan altos niveles de 

cortactina. Ambas líneas celulares presentan la variante de splicing 2 de 

60kDa. Además, estas células expresan altos niveles de moléculas de 

adhesión tales como L-selectina y VLA-4, sugiriendo una ventaja en procesos 

migratorios. En efecto, la capacidad de transmigración de estas líneas 

celulares leucémicas es mayor en comparación con las células CD34-CD19+ 

usadas como control sano. Posterior al ensayo de transmigración se observó 

en las células que transmigraron un incremento de cortactina en comparación 

con aquellas que no migraron. Los niveles de fosforilación de cortactina en la 

línea celular REH no cambiaron bajo un estímulo de CXCL12, sugiriendo que 

la fosforilación constitutiva de cortactina mantiene a las células en un estado 

de activación lo cual podría facilitar la transmigración. Con el objetivo de 

investigar si la expresión de cortactina participa en la extravasación de los 

precursores leucémicos de B in vivo, intentamos analizar la extravasación en 

un modelo murino de xenotrasplante estimulado con CXCL12 mediante 

microscopia intravital (MIV) del músculo cremaster; sin embargo estas células 

no lograron llegar al sitio o se atoraron en los capilares sanguíneos por lo que 

no es un método apropiado. 
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Abstract 

Leukemia is a serious health issue worldwide as it is the most frequent cancer 

in children; with acute lymphoblstic leukemia of B cell precursors (B-ALL) being 

the most common childhood leukemia. Even though the cure rates have 

increased lately, some patients still suffer a disease relapse that remains lethal 

in 70% of all relapse cases. However, the mechanisms underlying relapse 

including organ infiltration by leukemic blasts remain elusive. Cortactin is an 

actin-binding protein that is highly expressed in different types of cancers and 

it is related to metastasis formation. Thus, we wondered if B-ALL cells also 

expressed high cortactin levels that would trigger transendothelial migration 

and infiltration. We found that the preB-ALL cell lines Nalm-6 y REH indeed 

expressed high cortactin levels. Of note, both cell lines only expressed the 

splice variant 2 of 60kDa. Moreover, these cells showed increased expression 

of L-selectin and VLA-4 when compared to normal B cells, which could confer 

an advantage during migration. Indeed, the transmigratory capapcity of these 

leukemic cells was increased in comparison to CD34-CD19+ control cells. 

Additionally, transmigrated cells showed even higher levels of cortactin when 

compared to non-migrated cells. We also found that cortactin was constitutively 

tyrosine phosphorylated in REH cells and treatment with CXCL12 did not 

further increase phosphorylation suggesting that these cells are in a state of 

constant activation that could facilitate transmigration. To investigate whether 

cortactin expression participates in preB-ALL cell extravasation in vivo, we tried 

to analyze extravasation of the xenotransplanted cell lines in the CXCL12-

stimulated mouse cremaster by intravital microscopy. However, most of the 

cells did not arrive to the site or got stuck in the capillaries and could not be 

quantified indicating that this is not an appropriate method to study 

extravasation of human B-ALL cells.  
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INTRODUCCIÓN 

Leucemia: epidemiologia e inmunofenotipos 

La leucemia es una neoplasia maligna que afecta a las células de la sangre, a 

nivel mundial es un grave problema de salud pública ya que es el cáncer infantil 

más frecuente (Bhojwani, Yang et al. 2015, Enciso, Mendoza et al. 2015). 

Las leucemias linfoblásticas agudas (LLA) caracterizadas por una rápida 

progresión de la enfermedad y un acelerado incremento de los blastos 

leucémicos representan el mayor porcentaje de todas las leucemias. En 

México su incidencia en niños menores a 15 años es de 49.5 casos por millón 

por año representando el 85.1% de los casos, seguida de la leucemia mieloide 

aguda (LMA) con una incidencia de 6.9 casos por millón por año 

representando el 12.3% y la leucemia mieloide crónica (LMC) cuya incidencia 

es de 0.9 casos por millón por año que corresponde al 1.7%. De los casos de 

LLA el inmunofenotipo más frecuente es el de precursores de células B 

representando el 73.2%, seguido del de células B con un 14.4% y el de células 

T con un 12.4% (Perez-Saldivar, Fajardo-Gutierrez et al. 2011).  

Los porcentajes para 3 estadios de maduración de precursores de células B 

de pacientes de LLA se han reportado recientemente, donde las células ProB 

(CD34+CD10+CD19+) representan el 34.1%, las células preB 

(CD34+CD10+CD19-) el 25% y una combinación de ambos precursores ProB 

y preB el 40.9% (Balandran, Vadillo et al. 2016). 

La introducción de la quimioterapia multifarmacológica como tratamiento para 

la LLA, la cual incluye normalmente corticoesteroides, vincristina, L-

asparaginasa y antraciclinas, ha generado un incremento en las tasas de 

curación en los últimos años llegando a más del 80% de los casos (Moricke, 

Zimmermann et al. 2010, Salzer, Devidas et al. 2010). A pesar de esto, existe 

una subpoblación de pacientes quienes corren el riesgo de sufrir una recaída, 

situación que han reportado como la principal causa de muerte en niños 

menores a 15 años (Nguyen, Devidas et al. 2008). 
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Recaída en la LLA 

Las recaídas están definidas como la reaparición de la leucemia en la médula 

ósea, sangre o cualquier otro sitio después de lograr una remisión completa 

como resultado de una terapia. Las recaídas son consideradas como una 

nueva condición de la enfermedad, para las cuales existen diversos factores 

que pueden pronosticar el resultado de la enfermedad y seleccionar un nuevo 

tratamiento más apropiado para el paciente. Entre estos factores pronósticos 

se encuentran el inmunofenotipo de la leucemia, la duración de la remisión, la 

respuesta a la terapia y el sitio de la recaída. 

El sitio de la recaída de la enfermedad puede presentarse: de manera aislada 

en médula ósea (MO) si esta contiene al menos 25% de células leucémicas 

sin evidencia de leucemia en otros sitios. Una recaída extramedular aislada 

existe cuando se evidencia la leucemia en sitios distintos a la MO y existen 

menos del 5% de blastos en la MO. Además, una recaída combinada involucra 

blastos leucémicos en sitios extramedulares y más del 5% en la médula ósea 

(Smith 2011). De acuerdo a estos sitios, aquellos pacientes con una recaída 

en médula ósea tienen el peor pronóstico, seguido de una recaída combinada 

y una recaída extramedular (Buhrer, Hartmann et al. 1993, Nguyen, Devidas 

et al. 2008) 

Los sitios extramedulares donde se dan las recaídas con mayor frecuencia son 

el sistema nervioso central (SNC) y los testículos. La recaída de SNC está 

definida como la presencia de 5 o más leucocitos por microlitro en el líquido 

cefalorraquídeo mientras que una recaída testicular es definida como 

testiculomegalia unilateral o bilateral comprobada mediante biopsia. A pesar 

de que ambos sitios son fisiológicamente distintos comparten la característica 

de ser compartimentos altamente selectivos a la entrada de moléculas y 

células. La circulación al SNC está protegida por la barrera hematoencefálica 

donde la entrada de agua, dióxido de carbono, oxígeno y la mayoría de los 
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compuestos líquidos solubles pueden pasar fácilmente mientras que a muchas 

proteínas plasmáticas y la mayoría de moléculas orgánicas grandes se les 

restringe la entrada mediante uniones interendoteliales muy estrechas. La 

fisiología de la barrera entre la sangre y los testículos es menos clara, sin 

embargo se ha identificado una barrera firme también formada por uniones 

interendoteliales que separan la sangre y los tubos seminíferos e inhibe la 

infiltración de células leucémicas que se encuentran normalmente en el 

espacio intersticial (Dym and Fawcett 1970). 

Se ha observado que la entrada selectiva a estos sitios genera un ambiente 

que favorece la supervivencia de las células leucémicas ya que los agentes 

quimioterapéuticos no logran alcanzar una concentración o actividad 

adecuada que permita erradicar las clonas malignas. Por ejemplo se ha 

demostrado que la concentración de metrotexato en el fluido testicular 

intersticial es de dos a cuatro veces menor que en el suero, y en los tubos 

seminíferos de 18 a 50 veces menor (Brecher, Weinberg et al. 1986). El 

mecanismo exacto por el cual las células leucémicas logran infiltrarse a los 

diferentes órganos extramedulares se desconoce, sin embargo requiere un 

proceso de migración celular altamente regulado. 

 

Migración de células B en la normalidad y en la LLA 

La capacidad de migrar es una característica esencial de las células B. 

Durante su proceso de maduración, las células B deben migrar dentro de la 

médula ósea  a diferentes microambientes los cuales proporcionan las señales 

necesarias para la supervivencia y diferenciación (Fig 1).  
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Figura 1. Modelo del movimiento de las células B y sus precursores dentro de 
la médula ósea. Las células troncales hematopoyéticas (HSC) que se localizan cerca 
de los osteoblastos dan lugar a los precursores de células B los cuales migran a 
diferentes microambientes dentro de la médula ósea dependiendo de su estadio de 
diferenciación. Las células pre-pro B se asocian con las células reticulares que 
secretan CXCL12, mientras que las células pro-B migran hacia células productoras 
de IL-7. Conforme la diferenciación continúa las células pre-B abandonan a las células 
que expresan IL-7. Una vez que terminan su maduración las células salen de la 
médula ósea y entran a la circulación (Nagasawa, 2006). 

 

Los precursores de las células B son generados a partir de células troncales 

hematopoyéticas (HSC) caracterizadas por una capacidad de autorenovación 

y diferenciación. Estas HSC se localizan en la cercanía de los osteoblastos, 

las células que delimitan el hueso y la médula ósea. Los osteoblastos secretan 

factores que regulan la retención y la quiescencia de las HSC como 

trombopoyetina, angiopoyetina y el factor derivado de células estromales 1 

(SDF1 también conocido como CXCL12). Las HSCgeneran progenitores 

multipotentes (MPP) que a su vez dan lugar a los progenitores linfoides 

comunes (CLP), los cuales se diferencian a los progenitores más tempranos 

de linaje B, las células pre-pro B.  
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La quimiocina CXCL12 que señaliza mediante su receptor CXCR4, juega un 

papel importante durante este proceso de diferenciación y es requerido para 

el desarrollo de células pre-pro B, ya que éstas tienen contacto con las células 

estromales que expresan CXCL12, esta adhesión está mediada por el 

antígeno muy tardío 4 (VLA-4) expresado en la superficie de las células B que 

se une a la molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) expresada en la 

superficie de las células estromales. El eje CXCR4/CXCL12 también ha 

demostrado ser importante para las células de LLA, ya que éstas migran 

espontáneamente hacia las células estromales que secretan CXCL12 y la 

adhesión a estas células también es dependiente de VLA-4 (Burger, Burger et 

al. 1999, Burger, Zvaifler et al. 2001). Además, al bloquear el receptor en las 

células leucémicas la  migración hacia las células estromales disminuye 

drásticamente y se ha observado que esto aumenta los efectos citotoxicos de 

agentes terapéuticos como vincristina y dexametasona (Juarez, Bradstock et 

al. 2003). 

Conforme la diferenciación continúa, las células pro-B abandonan a las células 

productoras de CXCL12 y se localizan cerca de células productoras de 

interleucina 7 (IL-7). En el siguiente estado de diferenciación las células pre-B 

migran hacia un grupo diferente de células estromales las cuales expresan 

galectina-1 (Gal 1) que actúa como ligando del pre-receptor de las células B 

(BCR). Un vez que las células B han terminado su maduración y expresan un 

BCR funcional, deben salir de la médula ósea a través de los sinusoides, los 

vasos sanguíneos de la médula ósea para llegar a los órganos linfoides 

secundarios (bazo, nódulos linfoides y placas de Peyer) donde reconocerán 

antígenos y se diferenciarán en linfocitos efectores. Además estos linfocitos 

efectores pueden trasladarse de los órganos linfoides secundarios a los sitios 

de infección en cualquier tejido, donde llevarán a cabo su función de 

protección. 

Para llevar a cabo la entrada a los órganos linfoides secundarios las células B 

deben atravesar la barrera endotelial, proceso conocido como migración 
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transendotelial, la cual requiere de una serie de pasos secuenciales (Fig 2). La 

migración transendotelial ha sido descrita a detalle para distintos tipos de 

células como neutrófilos, monocitos y células T sin embargo no se conoce a 

profundidad este mecanismo para las células B y sus distintos estadios de 

maduración. 

 

 

Figura 2. Representación esquemática del mecanismo de migración 
transendotelial de los linfocitos B. 1) Los linfocitos que se encuentran en la 
circulación forman contactos con las células del endotelio y llevan a cabo un proceso 
de rolling 2) La unión de quimiocinas a sus receptores da como resultado la activación 
de las integrinas. 3) La activación de las integrinas genera un cambio conformacional 
a un estado de alta afinidad por sus ligandos, gracias al cual se da una adhesión firme 
al endotelio. 4) Las células B generan protrusiones de membrana las cuales le 
permiten a la célula desplazarse a un punto donde atravesará la barrera endotelial 
(Hauser y Höpken, 2015). 

 

Se cree que los linfocitos B siguen un mecanismo similar al de las células T 

para llevar a cabo el proceso de transmigración. El primer paso consiste en 

que las células que se encuentran en la circulación comienzan a formar 

contactos con las células endoteliales, dichos contactos están mediados por  
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la selectina leucocitaria (L-selectina) y el ligando de la proteína P-selectina 

(PSGL1). L-selectina se une a sus receptores que incluyen CD34, la molécula 

de adhesión celular dependiente de glicosilación 1 (GlyCAM-1) y la molécula 

celular de adhesión de mucosas 1 (MadCAM1) mientras que PSGL1 se une a 

la selectina plaquetaria (P-selectina) y a la selectina endotelial (E-selectina). 

Estas uniones frenan la velocidad de las células generando un proceso de 

rodamiento, sin embargo ensayos in vitro de adhesión con flujo, demuestran 

que las células B son capturadas vía VCAM-1 sin necesidad de un rolling 

previo(Shetty, Bruns et al. 2012).  

A continuación se requiere de una activación de las integrinas, la cual consiste 

en un cambio conformacional a un estado de alta afinidad que permite la 

adhesión firme al endotelio. En el caso de los nódulos linfoides periféricos esta 

adhesión firme esta mediada por el antígeno asociado a función linfocitaria 1 

(LFA-1) y VLA-4 en la superficie de las células B, que se unen a la molécula 

de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y VCAM-1 respectivamente, en la 

superficie de las células endoteliales de las vénulas altas (Hamann, Jablonski-

Westrich et al. 1988, Berlin-Rufenach, Otto et al. 1999). 

La activación de las integrinas está mediada por la unión de quimiocinas a su 

receptor. Existen diversas quimiocinas que logran llevar a cabo este proceso 

en las células B entre las cuales se encuentran CCL19, CCL21, CXCL12 y 

CXCL13. CCL19 y CCL21 comparten el receptor CXCR7, CCL21 es 

expresada por el endotelio de la vasculatura alta en los nódulos linfáticos y las 

placas de Peyer (PP) (Gunn, Tangemann et al. 1998), mientras que CCL19 es 

producida por las células estromales cercanas a la vasculatura (Baekkevold, 

Yamanaka et al. 2001). CXCL12 es producida por las células perivasculares 

estromales y se encuentra presente en el lado luminal del endotelio y CXL13 

está expresado por el endotelio de la vasculatura alta en las PP y se une a su 

receptor CXCR5 (Okada, Ngo et al. 2002). 

Una vez que las células están adheridas, comienzan a deslizarse sobre la 

superficie endotelial para encontrar un sitio óptimo donde realizar la 
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transmigración. Para llevar a cabo este proceso, la célula requiere de la 

formación de protrusiones de membrana al frente de las células. Los 

lamelipodios son estructuras anchas y planas, que se proyectan y se retraen 

de manera transitoria, en el borde delantero de las células que se mueven 

sobre un sustrato plano. Cuando estas estructuras persisten lo suficiente las 

células pueden establecer nuevas adhesiones mediadas por integrinas con el 

substrato que se encuentra en la parte inferior, contraerse y liberar la adhesión 

de la parte trasera para llevar a cabo la migración. Se ha observado que a 

diferencia de las células T, las cuales llevan de manera extensa este proceso, 

las células B se mantienen estáticas antes de transmigrar (Shetty, Bruns et al. 

2012), lo cual marca otra diferencia entre los procesos de migración de estos 

linfocitos. 

Finalmente las células llevan a cabo el proceso de transmigración, el cual 

puede ocurrir atravesando el cuerpo de las células endoteliales (transcelular) 

o cruzando entre los contactos de las células endoteliales (paracelular), lo cual 

requiere una desestabilización en la unión adherente formada principalmente 

por VE-cadherina.  

Todos estos pasos necesarios para llevar a cabo el proceso de transmigración 

de las células requieren de un rearreglo del citoesqueleto de actina, una red 

dinámica y compleja, la cual se ve regulada por diversas proteínas de unión a 

actina (ABP). 

 

Citoesqueleto de actina 

La actina es una ATPasa que puede unirse a las moléculas de ATP o su forma 

hidrolizada ADP + Pi y en las células, actina puede encontrarse en forma 

monomérica (G-actina) o filamentosa (F-actina). Estos filamentos de actina 

son estructuras polarizadas con un extremo barbado (+), al cual se une ATP-

actina y es de elongación rápida; y extremo punto final al cual se une ADP-

actina y es de lenta elongación (Bugyi and Carlier 2010). La remodelación 
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dinámica del citoesqueleto de actina da lugar a la formación de estructuras 

necesarias para la migración de las células como los lamelipodios. Los 

lamelipodios se proyectan gracias a la  formación dinámica de ramificaciones 

de actina llevado a cabo por el complejo de proteínas de unión a actina 2/3 

(Arp2/3). Este complejo compuesto por 7 proteínas se une a los filamentos pre-

existentes de actina (filamento madre) para llevar a cabo la nucleación de 

nuevos filamentos que crecen como ramificaciones a partir del filamento 

madre.  

El complejo Arp2/3 requiere ser activado por los factores promotores de la 

nucleación (NPF) para llevar a cabo su función. Los NPF de clase I consisten 

en los miembros de la familia de las proteínas del síndrome de Wiskott–Aldrich 

(WASP) y la proteína homóloga de verprolina de la familia WASP (WAVE), 

estos contienen un dominio WCA, compuesto por un dominio WH2 (W)  que 

une G-actina, un dominio de conexión (C) y un dominio ácido (A) que sirve 

para unirse al complejo Arp2/3. Los NPF de clase II, cuyo miembro más 

destacado es cortactina, unen filamentos de actina en lugar de monómeros 

mediante una secuencia de repetidos y unen al complejo Arp2/3 mediante su 

dominio ácido en el extremo N terminal. A pesar de que cortactina colocaliza 

con el complejo Arp2/3 en lamelipodios, en sitios de endocitosis mediada por 

clatrina (Kaksonen, Peng et al. 2000, Cao, Orth et al. 2003) y se sugiere que 

es un activador débil del complejo Arp2/3 (Uruno, Liu et al. 2001, Weaver, 

Karginov et al. 2001), estudios en fibroblastos primarios deficientes de 

cortactina indican que no es requerida para activar al complejo Arp2/3 o para 

la fromación de los lamelipodios (Lai, Szczodrak et al. 2009) por lo que 

probablemente cortactina no es principalmente un NPF. Debido a que 

cortactina es reclutada a los sitios de formación dinámica se piensa que su 

función es más bien la estabilización de las ramificaciones de actina ya que se 

ha observado que una depleción de la proteína reduce el tiempo de duración 

del lamelipodio así como la velocidad de la migración celular (Weaver, 

Karginov et al. 2001). 
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Cortactina  

Cortactina es una proteína de unión a F-actina de 80 kDa, codificada por el 

gen cttn/ems1 localizado en los ratones en el cormosoma 7 y en humanos en 

el brazo largo del cromosoma 11 en la región 11q13. Hasta hace poco la 

literatura reportaba que cortactina era una proteína que se expresaba en todas 

las células excepto en células hematopoyéticas, sin embargo recientemente 

se ha descrito su expresión en plaquetas, monocitos, células NK, células T y 

células B (Gattazzo, Martini et al. 2014).  

La proteína contiene múltiples dominios (Fig 3): en su extremo N terminal un 

dominio de unión a Arp2/3 seguido de un dominio de 6.5 repetidos los cuales 

sirven para la unión a F-actina, un dominio hélice, un dominio rico en prolinas, 

serinas, treoninas y tirosina las cuales son blancos de fosforilación de diversas 

cinasas y un dominio SH3 en su extremo carboxilo que permite la interacción 

con otras proteínas como WASP neural (N-WASP), la proteína que interactúa 

con WASP (WIP), o dinamina-2 (McNiven, Kim et al. 2000, Uruno, Liu et al. 

2001, Weaver, Heuser et al. 2002). 

Adicional a la forma wild type (WT) de la proteína de 80 kDa se ha demostrado 

que cortactina cuenta con dos variantes de splicing que difieren en el número 

de repetidos. La variante de splicing1 (SV1) carece del repetido 6 y tiene un 

peso molecular de 70 kDa y la variante de splicing 2 (SV2) carece del repetido 

5 y 6 y tiene un peso de 60 kDa (van Rossum, de Graaf et al. 2003).  

Cortactina puede ser regulada por modificaciones postraduccionales como 

fosforilaciones que ocurren principalmente en el dominio rico en serinas, 

prolinas, treoninas y tirosinas. El incremento en las fosforilaciones de la 

proteína resulta en un incremento en su peso molecular de 80 kDa a 85 kDa 

(van Damme, Brok et al. 1997, Campbell, Sutherland et al. 1999).  
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Figura 3. Representación esquemática de los dominios estructurales de 
cortactina. Cortactina cuenta con un dominio N terminal al cual se une el complejo 
de proteínas de unión a actina (Arp2/3), un dominio de 6.5 repetidos mediante el cual 
une F-actina, un dominio helical, un dominio rico en prolinas, serinas, teroninas (PST) 
y tirosinas (Y) y en su extremo C-terminal un dominio SH 3. Las distintas cinasas 
capaces de fosforilar al dominio PSTY se muestran así como las proteínas capaces 
de interactuar con el dominio SH3 (Cosen-Binker y Kapus, 2006). 

 

Las fosforilaciones funcionan como un switch para diversos eventos de 

señalización celular en las proteínas, sin embargo, el papel que estas tienen 

en cortactina no está bien definido. Diversas cinasas participan en la 

fosforilación de cortactina entre las cuales se encuentran las cinasas de 

treoninas y serinas, de las cuales la cinasa activada por p21 (PAK) (Vidal, 

Geny et al. 2002) y las cinasas que regulan las señales extracelulares (Erk) 

(Martinez-Quiles, Ho et al. 2004) que fosforilan en la serina 405 y en la serina 

418 incrementando la unión entre cortactina y N-WASP (Campbell, Sutherland 

et al. 1999, Vidal, Geny et al. 2002, Martinez-Quiles, Ho et al. 2004) (Webb, 

Zhou et al. 2006). Las tirosinas 421, 466 y 488 se fosforilan secuencialmente 

y son blanco de las cinasas Src, Fer y Syk (Campbell, Sutherland et al. 1999, 

Vidal, Geny et al. 2002). En cortactina se ha demostrado una fuerte correlación 
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positiva entre los altos niveles de tirosinas fosforiladas y la capacidad de 

migración  de las células, así como un incremento en la metástasis de células 

cancerígenas (Huang, Liu et al. 1998, Liu, Huang et al. 1999, Bourguignon, 

Zhu et al. 2001, Li, Tondravi et al. 2001, Huang, Asawa et al. 2003). Además 

se ha observado la inhibición de estos procesos cuando se previene la 

fosforilación de las tirosinas o la sobrexpresión de mutantes incompetentes 

para la fosforilación (Huang, Liu et al. 1998, Liu, Huang et al. 1999). 

Las fosforilaciones en cortactina incrementan bajo diferentes estímulos como 

el factor de crecimiento de fibroblastos (FGB) (Zhan, Hu et al. 1993, Zhan, 

Plourde et al. 1994), el factor de crecimiento epidermal (EGF) (Kelley, Hayes 

et al. 2010, Oser, Mader et al. 2010), el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) (Boyle, Michaud et al. 2007), la fagocitosis de bacterias 

(Dehio, Prevost et al. 1995), la activación de integrinas (Vuori and Ruoslahti 

1995) y la activación del receptor CXCR4 (Luo, Pan et al. 2006). Este último 

mecanismo se ha descrito en células HEK293, donde la unión de CXCL12 a 

CXCR4 induce la translocación transitoria de cortactina de los compartimentos 

endosomales a la periferia celular, la fosforilación en la tirosina 421 y la 

colocalización con CXCR4 seguido de la internalización del receptor. (Luo, Pan 

et al. 2006). 

Dado el papel de cortactina en procesos que requieren de una dinámica del 

citoesqueleto de actina, como la migración celular, su expresión se ha 

estudiado en distintos tipos de cáncer. Cortactina se expresa en células de 

cáncer como  ovárico, gástrico, de mama, colorectal, esófago, cabeza y cuello 

(Yuan, Zhou et al. 2003, Luo, Shen et al. 2006, Fantozzi, Grall et al. 2008, Cai, 

Zhao et al. 2010, Dedes, Lopez-Garcia et al. 2010, Wang, Cao et al. 2010, Xie, 

Li et al. 2010, Xu, Garcia et al. 2010); donde su alta expresión correlaciona con 

metástasis y un pronóstico desfavorable para los pacientes. 
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El papel de cortactina en la leucemia 

La expresión de cortactina en neoplasias de células hematopoyéticas ha sido 

estudiada únicamente en la leucémica linfocítica crónica (LLC). Las células B 

de pacientes de LLC muestran un incremento de cortactina tanto a nivel de 

mRNA como de proteína (Fig 4) y esta correlaciona de acuerdo a los 

parámetros clínicos con factores negativos (Gattazzo, Martini et al. 2014). 

Recientemente mediante un knockdown (KD) de cortactina en células B de 

pacientes de LLC se ha descrito una reducción de la migración de estas células 

en comparación a las células control tanto en presencia como en ausencia del 

quimioatrayente CXCL12 (Fig 5), así como una reducción en la liberación de 

MMP-9 en el medio de cultivo. Ambas características se ven disminuidas 

drásticamente al ser tratadas con PP2, un inhibidor de cinasas Src, indicando 

la importancia de la fosforilación de cortactina. Adicionalmente, al evaluar los 

niveles de fosforilación de cortactina en condiciones basales y tras un estímulo 

de CXCL12 tanto en células control como en células de LLC se observó que 

en las células control cortactina presenta en condiciones basales bajos niveles 

de fosforilación en la tirosina 421 y esta incrementa cuando se estimulaba con 

CXCL12 (Fig 6). Por el contrario, las células leucémicas se encontraban 

constitutivamente fosforiladas y no hubo un incremento tras la estimulación 

con CXCL12  (Martini, Gattazzo et al. 2017).  

Los altos niveles de cortactina y su fosforilación constitutiva en células de LCC 

incrementan la capacidad de migración y liberación de MM-9 confiriendo una 

ventaja a las células leucémicas para los procesos migratorios. Sin embargo, 

su expresión y fosforilación no ha sido evaluada en otro tipo de leucemias 

como las LLA, que son las de mayor incidencia. 
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Figura 4. Evaluación de la expresión de cortactina en pacientes de LLC y 
pacientes control. (A) La expresión de cortactina fue evaluada por wester blot en 
linfocitos B CD19+CD5+ de pacientes de LLC y linfocitos CD19+ de pacientes control. 
Figura representativa de un paciente control y  6 pacientes de LLC. (B) Análisis de los 
niveles de cortactina en los pacientes de LLC vs los pacientes control. Todas las 
isoformas de cortactina fueron incluidas (células de LLC vs células control: 1.10+0.12 
vs 0.19+0.06; P=0.0065 t-Student). (C) La expresión de cortactina a nivel de mRNA 
fue evaluada por RT-qPCR y normalizada a la expresión de β-actina (células de LLC 
vs células control: 2.08+0.28 vs 0.36+0.08, P=0.015 t-Student)  (Gattazzo, Martini et 
al. 2014). 
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Figura 5. Evaluación de la capacidad de migración de células de LLC. La 
capacidad de migrar se evaluó mediante cámaras transwell en condiciones basales y 
en presencia de CXCL12 (100ng/ml) antes y después de un knockdown de cortactina 
en 4 pacientes LLC (No siRNA Alone: 187.5+85; No siRNA CXCL12: 700+182.6; 
siRNA Alone: 11.25+8.5; siRNA CXCL12: 45+12.9; P < 0.05 t-Student) (Martini, 
Gattazzo et al. 2017). 
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Figura 6. Evaluación de los niveles de fosforilación de cortactina en células de 
pacientes de LCC y pacientes control. La fosforilación de la Tyr421 se evaluó 
mediante western blot, en condiciones basales, después de incubar con PP2 

(100µmol/l) por 20 min y/o CXCL12 (100ng/ml) por 15 minutos. A) Células de 

pacientes control. B) Células de pacientes con LLC (Martini, Gattazzo et al. 2017).  
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JUSTIFICACIÓN 

Cortactina se encuentra altamente expresada en distintos tipos de cáncer y se 

ha asociado a metástasis. En leucemia únicamente se ha evaluado su 

expresión en pacientes de leucemia linfocítica crónica, y el incremento en los 

niveles de la proteína se ha asociado a pronósticos desfavorables. Dado que 

las leucemias linfoblásticas agudas de precursores de células B tienen la 

mayor incidencia de los casos de leucemia, es importante evaluar los niveles 

de cortactina en este tipo de células y explorar si su alta expresión correlaciona 

con la capacidad infiltrativa de las células leucémicas. 

HIPÓTESIS 

La expresión de altos niveles de cortactina en los precursores B leucémicos 

de LLA correlaciona con la capacidad de infiltración. 

OBJETIVO GENERAL 

Investigar el papel de cortactina en la transmigración endotelial de las células 

B leucémicas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la expresión de cortactina y analizar la capacidad de 

transmigración en precursores leucémicos de B 

2. Determinar los niveles de fosforilación de cortactina en precursores 

leucémicos de B 

3. Establecer un modelo murino de xenotrasplante para analizar por 

microscopía intravital si la expresión de cortactina participa en la 

extravasación de los precursores leucémicos de B  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Químicos 

Todos los químicos fueron provistos por las siguientes compañías: ROCHE, 

Gibco, Preprotech, J.T. Baker, Affymetrix, Sigma, Invitrogene, Qiagen, BD 

Bioscence, Bio-Rad y Life Technologies. 

 

Buffers 

Todos los buffers fueron preparados en agua deionizada la cual ha sido 

purificada usando un sistema Mili-Q-system (Millipore). 

Buffer de transferencia 20% metanol 

25 mM Tris 

192 mM glicina 

pH 8.3 

Buffer de corrida SDS-PAGE  25 mM Tris 

192 mM glicina 

0.1% SDS 

pH 8.3 

TBS 150 mM NaCl 

10 mM Tris 

pH 8.0 

TBS-T 100 ml TBS 10x 

0.1% Tween20 

PBS 138 mM NaCl 

3 mM KCl 

8.1 mM Na2HPO4 

1.5 mM KH2PO4 

Buffer de bloqueo 5% BSA 

TBS-T 

Buffer de lisis de Mg2+ 25 mM HEPES pH 7.5 

150 mM NaCl 
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10 mM MgCl2 

1 mM EDTA 

1% NP-40 

2% glicerol 

1 mM ortovanadato de sodio 

10 mM fluoruro sódico 

1x Complete (ROCHE) 

1x Phospho STOP (ROCHE) 

 

Buffer de lisis para 

inmunorecipitación (IP) 

20 mM imidazol pH 6.8 

100 mM NaCl 

0.04% NaN3 

2 mM CaCl2 

2x Complete libre de EDTA (ROCHE) 

1x Phospho STOP (ROCHE) 

1% Triton x-100 

Buffer HEPES  20 mM HEPES 

140 mM NaCl 

2mg/ml Glucosa 

pH 7.4 

 

Reactivos y materiales empleados en cultivo celular  

Gibco RPMI 1640 REF 11875-093 

Tripsina 0.25% 15050-065 

Attachment Factor (AF) REF S-006-100 

Aminoacidos no 

esenciales MEM (100x) 

REF 11140-050 

Piruvato de sodio 

(100x) 

REF 11360-070 

Lonza EBM-2 CC-3156 
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Peprotech CXCL12 30-28a 

Life Technologies Trizol REF 15596018 

HyClone Suero fetal bovino 

(FBS) 

Num Cat SH30396.03 

SIGMA Hoetch 33342 CAS N. 23491-52-3 

Protein G Sepharose P3296-5ML 

Isopropanol I9516 

Cloroformo C2432 

Corning Solución antibiótico 

antimicótico 

REF 30-004-Cl 

BD Bioscence Cytofix/cytoperm kit REF 554714 

 

Anticuerpos 

Biolegend PE Cy5 Anti-CD34 humano Cat 343516 

PE Anti-CD19 humano Cat 302208 

APC Anti-CD19 humano Cat 302211 

APC Anti-CD62L humano Cat 304810 

PE Anti-CD162 humano Cat 328806 

APC Anti-CD184 humano Cat 306510 

APC Anti-CD29 humano Cat 303008 

PE Anti-CD49d humano Cat 304304 

TruStain FcX Humana Cat 422302 

Donado por el laboratorio 

del Dr. Klemens Rottner 

(Technical Universitz 

Braunschweig, Alemania)  

Alexa Fluor 488 anti- Cortactina  

Sobrenadante de hibridoma anti-cortactina 

BD Bioscience Anti-Fosfotirosinas 610000 

Santa Cruz Cabra anti-ratón IgG-HRP Sc-2005 
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Fármacos 

PiSA Ketamina Q-7833-028 

Xilacina Q-7833-099 

 

Cultivo celular 

Las líneas celulares Nalm-6 y REH fueron donadas por la Dra. Rosana Pelayo 

(IMSSS, México), fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de 

SFB y solución antibiótico antimicótico. 

 Las células HUVEC fueron aisladas a partir de cordón umbilical bajo 

consentimiento informado. El cordón fue lavado con agua de la llave para 

limpiar el exceso de sangre. En condiciones estériles, en el extremo superior 

se insertó una cánula de punta redonda en la vena del cordón, se le colocó 

una jeringa de 20 ml con PBS y antibiótico y el contenido fue vaciado. La 

jeringa fue removida y ambos extremos fueron sellados con pinzas 

hemostáticas, en el extremo superior la cánula fue fijada con ayuda de una 

pinza. Con ayuda de una jeringa se inyectó tripsina a través de la cánula hasta 

que la vena quedó totalmente llena, el cordón fue calentado a 37° dentro de 

un vaso de precipitados a baño maría por 10 minutos, dando un suave masaje 

cada 2 minutos. Finalmente la pinza de la parte inferior fue removida, el 

contenido fue recuperado y centrifugado a 1500 rpm. El sobrenadante fue 

removido, las células se resuspendieron en medio EBM-2 y se colocaron en 

una placa CellBIND de 60mm. Para propagar las células, el medio fue retirado, 

las células fueron lavadas 3 veces con PBS estéril,  posteriormente se 

agregaron 2 ml de Tripsina-EDTA, se incubaron a 37°C por 5 minutos y la 

trispsina fue inactivada con 3 ml de medio. Todas las células fueron cultivadas 

a 37°C y 5% de CO2.  
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Obtención  y purificación de la población control 

Sangre de cordón umbilical (SCU) fue obtenida bajo consentimiento informado 

del banco de células de cordón umbilical del hospital de oncología Centro 

Médico Siglo XXI.  Se realizó un gradiente de ficol a la SCU para obtener las 

células mononucleares y en el caso de requerir la población control purificada, 

las células mononucleares fueron teñidas con anti-CD34 PeCy5 (1:100), anti-

CD19-PE (1:100) y sorteadas con base en la expresión CD34- CD19+ usando 

un BD FACSAria sorter (BD Biosciences). 

 

Extraccion de RNA  

Se adicionó 200μl de trizol por cada 0.5-1X106 de células y se dio mezclo 

utilizando el vórtex por 1 min, se agregaron 40μl de cloroformo por cada 200μl 

de trizol y se homogenizó por inversión 7 veces. Se incubó 3 minutos a 

temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C. La 

fase acuosa fue recolectada y se agregaron 100μl de isopropanol por cada 

200 μL de trizol, se mezcló por inversión y se incubó toda la noche a 4 °C. Se 

centrifugó a 13000 rpm por 30 min a 4 °C, se descartó el sobrenadante y la 

pastilla se lavó 2 veces adicionando 500μL de etanol al 70 % frío, mezclando 

por inversión, centrifugando a 13000 rpm por 10 min a 4 °C y  descartando el 

sobrenadante. La pastilla se disolvió con 20-30 μL de H2O DEPC y se 

cuantificó midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm (A260) y 280 nm 

(A280) por espectrofotrometría empleando un nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific). 

 

Retrotranscripción 

La reacción de desnaturalización se efectuó mezclando 1.5 μg de RNA, 1.5 μg 

de oligo dT, 1 mM de dNTPs y se llevó la reacción a un volumen final de 25 μL 

con agua DEPC. La mezcla se calentó a 70 °C por 5 min y se colocó en hielo 
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1 min. Para la reacción de hibridación, se agregó 0.01 M de DTT y se llevó a 

un volumen final de 48 μL con agua DEPC. La mezcla se calentó a 42 °C por 

2 min y se agregaron 400 U de transcriptasa reversa SuperScript® II y se 

incubaron a 42 °C por 90 min. La enzima fue inactivada calentando la mezcla 

a 70 °C por 5 min. La pureza y concentración del cDNA sintetizado se evaluó 

midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) por 

espectrofotometría con un nanodrop. 

 

RT-qPCR 

Los primers utilizados fueron: 

Cortactina F 5´ ggtgtgcagacagacagacaa 3’ 

Cortactina R 5´ gtctttttgggattcatgcag 3’ 

β2- microglobulina F 5’ tcaggaaatttgactttccattc 3’ 

β2- microglobulina R 5’ ttctggcctggaggctatc 3’ 

  

Las sondas para qRT-PCR utilizadas fueron: 

Cortactina Num. 2  

β2- microglobulina  Num. 42 

 

La reacción se preparó utilizando 1.75 µl de agua DEPC, 5 µl de MasterMix, 

2.5 µl de cDNA, 0.25 µl del primer forward, 0.25 µl del primer reverse  y 0.25 

µl de las sondas (ROCHE). 

La amplificación se llevó a cabo en un Light Cycler 480 ROCHE bajo las 

siguientes condiciones: activación a 95°C por 10 min; amplificación de 45 

ciclos que incluye una desnaturalización a 95°C por 10seg, alineamiento a 

60°C por 30 seg y extensión a 72°C por 10; la curva de disociación fue 

generada en 1 ciclo de 95°C por 1 min, 40°C por 2 min y 95°C continuo;y el  

enfriamiento a 40°C por 30 seg.  
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Las diferencias en los niveles de expresión del mensajero de cortactina se 

determinaron cuantificando por el método ΔΔCT, el cual se basa en la 

comparación directa de los valores de CT (ciclo de umbral de detección). 

Primero, el valor de ΔCT para cada muestra se determinó calculando la 

diferencia entre el valor de CT del gen blanco y el valor de CT del gen 

constitutivo. 

ΔCT (Muestra) = CT del gen blanco - CT del gen constitutivo 

ΔCT (Calibrador) = CT del gen blanco - CT del gen constitutivo 

 

Como muestra se consideraron los valores de CT del gen de cortactina de las 

líneas celulares leucémicas y como calibrador, los valores de CT del gen de 

cortactina de las células CD34-CD19+. 

Luego, se determinó el valor ΔΔCT para cada muestra restando el valor de 

ΔCT de las líneas celulares leucémicas del valor ΔCT de las células células 

CD34-CD19+. 

 

ΔΔCT = ΔCT (Muestra) - ΔCT (Calibrador)  

 

El nivel normalizado de la expresión del gen blanco se calculó usando la 

siguiente fórmula:  

 

Nivel de expresión normalizado de una muestra del gen blanco = 2-ΔΔCT 

 

Citometría de flujo 

Las células mononucleares de SCU fueron teñidas con ficoeritrina-cianina 5 

(PECy5) anti-CD34 humano (1:100) y ficoeritrina (PE) anti-CD19 humano 

(1:100) o aloficocianina con enlaces cruzados (APC) anti-CD19 humano 

(1:100) en  PBS con 3% SFB para identificar la población control CD34- CD19+. 

Adicionalmente, para evaluar la expresión de distintas proteínas de superficie 

se realizaron las tinciones tanto en las células mononucleares como en las 
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líneas celulares Nalm-6 y REH con los anticuerpos APC Anti-CD62L humano 

(1:50), PE Anti-CD162 humano (1:50), APC Anti-CD184 humano (1:50), APC 

Anti-CD29 humano (1:50) o PE Anti-CD49d humano (1:50) en  PBS con 3% 

SFB por 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se realizó un 

lavado con 1 ml de PBS 3% SFB a 1500 rpm. Para evaluar la expresión de 

cortactina, después de la tinción extracelular se llevó a cabo una tinción 

intracelular. Las células fueron permeabilizadas con Cytofix por 20 min a 4°C 

y lavadas con 1 ml de Permwash, se bloqueó intracelularmente con la 

inmunoglobulina inespecífica comercial TruStain FcX Humana por 20 min y se 

realizó un lavado con 1 ml de Permwash. La tinción con el anticuerpo 

monoclonal anti-cortactina AF488 (1:50) se llevó a cabo por 30 min y 

posteriormente se lavó con 1 ml de Permwash. Las células fueron anaizadas 

en citómetro FACSCanto (BD Bioscience) y los resultados fueron analizados 

mediante el software FlowJo v10.0. 

 

Lisados celulares y estímulos  

Para analizar los niveles de proteínas totales, 30 millones de células Nalm-6 y 

REH fueron lavadas 3 veces con PBS estéril y lisadas con 100 µl del buffer  de 

Mg2+ que contenía Complete 1x para inhibir proteasas y phosphoSTOP 1x para 

inhibir fosfatasas. Las células fueron sonicadas utilizando un sonicador 

VCX130 (Vibra-cell) por 3 ciclos de un pulso de 10 segundos a una amplitud 

de 40% y 10 segundos de descanso. Se centrifugó a 14000 rpm por 30 minutos 

a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y la concentración de proteína fue 

determinada utilizando el kit DC Protein Assay (BioRad) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Se agregó buffer Laemmli 5x a los lisados y se 

incubaron a 96°C por 5 min. 

Para la estimulación con CXCL12, las células REH fueron lavadas 3 veces con 

buffer HEPES y fueron incubadas con CXCL12 (100ng/ml) a 37°C. Una vez 
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transcurridos 5, 10 y 15 min se transfirieron a hielo y fueron lisadas como se 

describió previamente. 

Inmunoprecipitación  

50 millones de células fueron resuspendidas en 1.5 ml de buffer de lisis de IP 

e incubados por 30 min a 4°C, se centrifugó a  14000 rpm por 30 minutos a 

4°C, se recuperó el sobrenadante y se preclareó incubando con 30 µl de perlas 

de sefarosa por 30 minutos a 4°C. Se centrifugó a 5000 rpm por 5 min a 4°C, 

se recuperó el sobrenadante y se determinó la concentración de proteína 

utilizando el kit DC Protein Assay (BioRad) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 1 mg de la muestra preclareada fue incubada con 30 µl de perlas 

de sefarosa y 1.5 µg de anticuerpo anti-cortactina o el control de isotipo a 4°C 

toda la noche. Se centrifugó por 5 minutos a 5000 rpm  a 4°C y se descartó el 

sobrenadante, las perlas fueron lavadas 5 veces con 1 ml de buffer de lisis 

sinComplete y PhosphoSTOP por centrifugación 5 min a 5,000 rpm  a 4°C. Se 

eluyeron las perlas con Laemmli 3X a 96°C por 5 min y se analizó por ensayos 

de western blot. 

 

Western Blot 

Los lisados fueron separados por SDS-PAGE al 8% durante 2 horas a 100V y 

transferida a una membrana de nitrocelulosa durante 1.5 horas a 220mA. 

Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con buffer tris salino con 

Tween (TBS-T) y albumina de suero bovino (BSA) al 5% por 2 horas a 

temperatura ambiente y después se incubaron a 4°C toda la noche con el 

anticuerpo primario, anti-tirosinas fosforiladas (clona 4G10, 1:1000) o el 

sobrenadante de hibridoma anti-cortactina (clona, 289H10, 1:10) diluidos en 

TBS-T y BSA al 5%. Al día siguiente las membranas se lavaron con TBS-T 3 

veces por 5 minutos y se incubaron a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario cabra anti-ratón conjugado con peroxidasa de rábano (HRP), por 

2 horas. Después de 3 lavados de  5 minutos con TBS-T las membranas fueron 
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reveladas con los reactivos SuperSignal® West Pico o Femto 

Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones 

del fabricante, y analizados a través del equipo ChemiDoc (Bio-rad). 

Todas las muestras fueron cuantificadas y normalizadas de acuerdo a los 

niveles de tubulina.usando el Software Image J. 

 

Ensayos de transmigración 

Filtros transwell de policarbonato con un tamaño de poro de 8µm o 5 µm fueron 

utilizados para la transmigración de las células Nalm-6 y REH 

respectivamente. Los filtros fueron incubados con 100µl de Attachment Factor 

(AF) por 40 minutos, posteriormente este fue retirado y los filtros secado. Se 

colocaron 60 mil células HUVEC en cada Transwell en un volumen de 100 µl 

de medio EBM-2 y en la parte inferior se colocaron 600 µl del medio, las células 

se incubaron por  2 días a 37°C para la formación de la monocapa.  

Para el ensayo de transmigración se retiró el medio de la parte superior e 

inferior de la cámara y se colocaron 600 µl de medio nuevo en la parte inferior 

con o sin CXCL12 (100 ng/ml). En la parte superior se colocaron 150 mil 

células Nalm-6 o REH en un volumen de 100 µl y se dejaron incubar por 4.5 

horas. El medio de la parte inferior y superior de la cámara se recolectó y las 

células de la parte inferior se contaron mediante una cámara de Neubauer. Se 

realizó un lavado con 1ml de PBS 3% SFB y las células de la parte superior e 

inferior se tiñeron para CD29, CD49d y posteriormente para cortactina como 

se describió previamente y fueron analizados por citometría de flujo. 
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Microscopía intravital de cremaster en un modelo murino de 

xenotrasplante 

Células de la médula ósea de ratones C57BL/6 de 8 a 12 semanas fueron 

obtenidas mediante lavado de fémur. El fémur fue extraído, las epífisis fueron 

cortadas para exponer la médula ósea y una aguja con una jeringa de 5ml que 

contenía PBS fue insertada en la parte superior. El PBS fue inyectado y las 

células se recolectaron en un tubo falcón. Las células fueron lavadas 2 veces 

con el buffer HEPES a 1500 rpm por 5 min. Las células fueron resuspendidas 

en 15 ml de medio RPMI el cual contenía 150 µl de colorante Hoechst 33342 

e incubadas por 90 minutos a 37°C. Las células teñidas fueron lavadas por 

buffer HEPES seguido por centrifugación 1500 rpm y resuspendidas en 100 µl 

de PBS estéril. 

Ratones C57BL/6 de 8 a 12 semas fueron estimulados con una inyección 

intraescrotal de CXCL12 (500ng/ml), inmediatamente fueron anestesiados con 

una inyección intraperitoneal (i.p.) de ketamina/xilacina y se procedió a realizar 

la cateterización de la arteria carótida. Se realizó una incisión longitudinal a la 

altura del esternón, se diseccionó hasta llegar a la carótida y el flujo sanguíneo 

fue cerrado en un tramo. En la parte inferior se colocó un nudo con hilo de 

sutura y en la parte superior se colocó una pinza, posteriormente una pequeña 

incisión se realizó en la carótida por la cual se introdujo un catéter P10. Una 

vez que el catéter fue introducido, la pinza fue removida para permitir el flujo 

sanguíneo.  

Se procedió a realizar la operación del músculo cremaster (Fig 7) en la cual el 

ratón fue colocado boca arriba con las patas extendidas a los lados en una 

plataforma de acrílico, se ejerció una ligera presión para descender a los 

testículos desde el interior de la cavidad peritoneal hacia el escroto. Una 

incisión inicial se realizó en el escroto y el testículo derecho fue empujado fuera 

de la cavidad corporal, tan pronto el tejido fue expuesto se perfundió con PBS 

precalentado a 37°C. Se realizó un corte a lo largo del cremaster para 

posteriormente extenderlo y fijarlo a la plataforma sobre un cubreobjeto. La 
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plataforma fue montada en un Zeiss Axioscope.A1 con un objetivo 40x en 

inmersión de PBS y un ocular 10x. Las células marcadas fueron transferidas 

mediante el catéter utilizando una jeringa 30G, posteriormente se localizó un 

vaso sanguíneo óptimo (ancho entre 20-40 µm) y comienza a capturarse un 

video. 

 

 

Figura 7. Preparación del musculo cremaster para microscopia intravital. Se 
muestra la incisión realizada en el escroto para exponer los testículos (lado izquierdo). 
Posteriormente se debe realizar un corte a lo largo del cremaster, lo cual permitirá 
exponerlo y fijarlo en la plataforma. (Gavins and Chatterjee 2004).  

 

Los videos serán analizados para los parámetros de velocidad de las células, 

número de células adheridas, flujo y número de células transmigradas. 

La velocidad de las células es calculada al dividir la distancia recorrida por una 

célula entre el tiempo que le toma recorrerlo (µm/s).  El flujo de las células es 

calculado como el número de células que pasan a través de un punto fijo a lo 

largo del vaso sanguíneo en un tiempo fijo y es expresado como número de 

células por minuto. La adhesión de las células es medida como el número de 

células estáticas por al menos 30 segundos en la pared de un vaso sanguíneo 

de 100 µm de largo. El número de células transmigradas es calculado como el 

número de células en un área de 100x50 µm2 en ambos lados de un vaso 

sanguíneo  de 100 µm de largo. 
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RESULTADOS 

Las líneas celulares leucémicas PreB humanas sobrexpresan cortactina 

a nivel de mensajero y proteína 

Con la finalidad de conocer si las líneas de LLA-PreB NALM-6 y REH muestran 

altos niveles de cortactina, se evaluó el nivel del mensajero mediante RT-

qPCR (Fig 8), el nivel de proteína mediante citometría de flujo (Fig 9) y se 

comparó con células de sangre cordón umbilical (SCU) CD34-CD19+.  

A nivel de mensajero en un experimento realizado por triplicado ambas líneas 

celulares muestran valores ∆∆Ct mayores en comparación a las células control 

(SCU vs Nalm-6: 18.765, SCU vs Reh: 14.621300) (Fig 8).  
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Figura 8. Evaluación de la expresión de cortactina a nivel de mensajero 
mediante RT-qPCR. Los niveles del mRNA de cortactina de las células CD34-CD19+, 
Nalm-6 y REH se evaluaron y normalizaron a la expresión de β-2 microglobulina.  

 

Los valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) de cortactina para 

indicar la concentración de proteína por citometría de flujo en ambas líneas 

celulares en comparación con los valores de las células control muestran una 

diferencia significativa (IMF Nalm-6 vs SCU: 11710 ± 11.00 vs 1951 ± 293.0, 

n=3, P<0.05; IMF REH vs SCU: 12120 ± 65.50 vs 1951 ± 293.0, n=3, P<0.05) 



42 
 

(Fig 9). Sin embargo, no es así entre las líneas celulares (IMF Nalm-6 vs REH: 

11750 ± 58.00 vs 12100 ± 64.50, n=3). 

Estos resultados demuestran que existe un incremento de cortactina en las 

líneas celulares NALM-6 y REH tanto a nivel de mensajero como de proteína 

en comparación con las células control. 
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Figura 9. Evaluación de la expresión de cortactina a nivel de proteína mediante 
citometría de flujo. Valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) de la 
expresión de cortactina de células CD34-CD19+ de SCU, Nalm-6 y REH. N=3. 

 

Las líneas celulares leucémicas preB humanas sobrexpresan la isoforma 

de 60 kDa de cortactina  

Posteriormente mediante western blot se evaluaron las isoformas presentes 

en las líneas celulares (Fig 10). La línea celular Caco-2 fue utilizada como 

control ya que se sabe que expresa la forma WT de 80 kDa  de la proteína. 

Ambas líneas celulares únicamente presentan la variante de splicing 2 de 60 

kDa, sin embargo desconocemos que implicación tiene la presencia de esta 

forma de la proteína. 
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Figura 10. Evaluación de la isoforma de cortactina presente en las diferentes 
líneas celulares mediante western blot. La línea celular epitelial Caco-2 presenta 
la forma WT de la proteina de 80 kDa, las líneas celulares de LLA-preB presentan la 
SV de 60 kDa. Tubulina fue utulizada como control de carga para las líneas celulares 
Nalm-6 y Reh. 

 

Evaluación de moléculas implicadas en el proceso de adhesión y 

transmigración 

Dado que la adhesión y transmigración de los linfocitos depende de distintas 

proteínas de superficie que no están bien caracterizadas, en el caso de los 

linfocitos B leucémicos, era importante evaluar dichas proteínas ya que 

podrían conferirle una ventaja adicional a las células. Mediante citometría de 

flujo se evaluaron L-selectina, PSGL1, CXCR4 y las subunidades CD29 y 

CD49d que forman a la integrina VLA-4 en las líneas celulares Nalm-6 y REH 

y estas fueron comparadas con las células CD34-CD19+ (Fig 11).  

En el caso de las proteínas encargadas de mediar el proceso de rolling, los 

valores de IMF de PSGL1 de ambas líneas celulares son estadísticamente 

menores que los delas células control (IMF Nalm-6 vs SCU: 195.5 ± 3.500 vs 

334.5 ± 11.50, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 264.5 ± 5.500 vs 334.5 ± 11.50, 

n=3, P<0.05; Nalm-6 vs REH: 195.5 ± 3.500 vs 264.5 ± 5.500, n=3, P<0.05) 

mientras que los valores para L-selectina muestran un incremento significativo 

en ambas líneas celulares (IMF Nalm-6 vs SCU: 6472 ± 28.50 vs 130.5 ± 

37.50, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 4961 ± 293.0 vs 130.5 ± 37.50, n=3, P<0.05; 

Nalm-6 vs REH: 6472 ± 28.50 vs 4961 ± 293.0, n=3, P<0.05). 
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Figura 11. Evaluación de algunas moléculas implicadas en la cascada de 
transmigración. Valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) de PSGL1, L-
selectina, CXCR4 y las subunidades CD29, CD49d que forman a la integrina VLA-4 
en células CD34-CD19+ de SCU, Nalm-6 y REH. N=3.  

 

Los valores de IMF en ambas líneas celulares en comparación con los valores 

de las células control y entre las dos líneas celulares muestran una diferencia 

significativa para el receptor CXCR4 (IMF Nalm-6 vs SCU: 169400 ± 3055 vs 

3174 ± 602.5, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 48000 ± 625.5 vs 3174 ± 602.5, n=3, 

P<0.05; Nalm-6 vs REH: 169400 ± 3055 vs 48000 ± 625.5, n=3, P<0.05) y  las 

subunidades de VLA-4 CD29 (IMF Nalm-6 vs SCU: 77600 ± 2964 vs 3073 ± 

122.5, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 23720 ± 44.00 vs 3073 ± 122.5, n=3, 

P<0.05; Nalm-6 vs REH: 77600 ± 2964 vs 23720 ± 44.00 n=3) y CD49d, 

excepto entre las líneas celulares en esta última (IMF Nalm-6 vs SCU: 12890 

± 9570 vs 2446 ± 266.5, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 22850 ± 125.0 vs 2446 ± 
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266.5, n=3, P<0.05; Nalm-6 vs REH: 12890 ± 9570 vs 22850 ± 125.0, n=3, 

P<0.05). Estos resultados nos indican que las líneas celulares Nalm-6 y REH 

tienen una disminución en la expresión de PSGL1 en comparación con las 

células control pero un incremento en la expresión de L-selectina, CXCR4 y la 

integrina VLA-4.  

 

Evaluación de la capacidad de transmigración de las líneas celulares 

Nalm-6 y Reh  

Ya que en incremento en la expresión de cortactina se ha asociado a una alta 

capacidad de migración e invasión (Luo, Shen et al. 2006, Xie, Li et al. 2010, 

Martini, Gattazzo et al. 2017), decidimos evaluar la migración transendotelial 

de las líneas celulares y las células control mediante ensayos de cámaras 

transwell utilizando una monocapa de células HUVEC y CXCL12 (100ng/ml) 

como quimioatrayente en la parte inferior de la cámara. 

Las células que migraron fueron recolectadas y contadas (Fig 12), no se 

observó una diferencia significativa en la capacidad de transmigración de la 

línea celular Nalm-6 en comparación con la REH (Nalm-6 vs REH: 3667 ± 1075 

vs 5056 ± 1134, n=3). Sin embargo, si existe una diferencia significativa en 

ambas líneas celulares en comparación con las células control (IMF Nalm-6 vs 

SCU: 3778 ± 720.2 vs 663.0 ± 122.0, n=3, P<0.05; REH vs SCU: 4844 ± 786.9 

vs 663.0 ± 122.0, n=3, P<0.05). 

Adicionalmente los niveles de cortactina y las subunidades CD29 y CD49d de 

las células que migraron a la parte inferior de la cámara (bottom) y de aquellas 

que no migraron y permanecieron en la parte superior (top) fueron evaluados 

mediante citometría de flujo (Fig 13 y 14). En ambas líneas celulares y en las 

células control la expresión de cortactina incrementó en las células que 

migraron (IMF Nalm-6TOP vs Nalm-6BOTTOM: 4169 ± 529.2 vs 20290 ± 2232, 

n=4, P<0.05; REHTOP vs REHBOTTOM: 2552 ± 346.0 vs 7191 ± 1101, n=4, 

P<0.05) (Fig 13). En las líneas celulares también se observa un incremento de 

la expresión de CD29 en las células que migraron (IMF Nalm-6TOP vs Nalm-
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6BOTTOM: 27590 ± 257.6 vs 118900 ± 18290,  n=4, P<0.05; REHTOP vs 

REHBOTTOM: 12920 ± 490.8 vs 24060 ± 1601, n=4, P<0.05) (Fig 14 a, c). Por el 

contrario, la expresión de CD49d disminuyó en las células que migraron (IMF 

Nalm-6TOP vs Nalm-6BOTTOM: 12060 ± 138.7 vs 1390 ± 223.4, n=4, P<0.05; 

REHTOP vs REHBOTTOM: 8787 ± 179.5 vs 1838 ± 487.0, n=4, P<0.05) (Fig 14 b, 

d). 
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Figura 12. Evaluación de la capacidad de transmigración de las células frente a 
un estímulo de CXCL12. La capacidad de transmigración de las células Nalm-6 y 
REH a través de una monocapa de células HUVEC fue evaluada en respuesta a 
CXCL12 (100ng/ml) después de 4 horas mediante ensayos con cámaras Transwell. 

 

 

Figura 13. Niveles de expresión de cortactina después de un ensayo de 
transmigración bajo estímulo de CXCL12. Valores de intensidad media de 
fluorescencia (IMF) de cortactina de las células que lograron transmigrar (Bottom) en 
comparación con aquellas que no trasmingraron (Top) en las células CD34-CD19+, 
Nalm-6 y REH. n=4 
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Figura 14. Niveles de expresión de CD49d y CD29 después de un ensayo de 
transmigración bajo estímulo de CXCL12. Valores de intensidad media de 
fluorescencia (IMF) de CD49d y CD29 de las células que lograron transmigrar 
(Bottom) en comparación con aquellas que no trasmingraron (Top) en las líneas 
celulares Nalm-6 (a, b) y REH (c, d). n=4 

 

Dado el papel de CXCL12 en la regulación de cortactina, evaluamos el nivel 

de fosforilación de cortactina tras estimulación con CXCL12 a los 5, 10 y 15 

minutos, inmunoprecipitando la línea celular leucémica REH mediante WB 

utilizando un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (Fig 15). Sin embargo, no 

encontramos ninguna diferencia en los niveles de fosforilación. 
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Figura 15. Niveles de fosforilación de cortactina bajo un estímulo de CXCL12. 
Los niveles de las tirosinas fosforiladas fueron evaluados en condiciones basales y 
bajo un estímulo de CXCL12 (100ng/ml) a 5, 10 y 15 min en la línea celular REH. 

 

Modelo para investigar el proceso de transmigración de los precursores 

leucémicos de B in vivo 

Con la finalidad de observar in vivo el mecanismo de transmigración de los 

precursores leucémicos de B e investigar si la alta expresión de cortactina 

contribuye a la extravasación de estas células se planteó una metodología de 

microscopia intravital aplicada a un modelo murino de xenotrasplante. El 

modelo fue validado mediante el trasplante de células mononucleares de un 

ratón C57BL/6 marcadas con Hoechst 33342 a otro  ratón C57BL/6, donde las 

células transplantadas logran llegar al cremaster e interactuar con el endotelio 

de las venulas (Fig 16). Sin embargo cuando esta misma metodología se llevó 

a cabo con las líneas celulares Nalm-6 y REH, no fue posible observar a las 

células en el cremaster ya que solo muy pocas llegaban al sitio (Fig17). 

Además, estas células que llegaban y que se pudieron observar parecían 

obstruir los capilares sanguíneos ya que la velocidad del flujo se veía 

drásticamente disminuida en las zonas en la que se encontraban las células 

leucémicas (Fig 18).     
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Figura 16. Las células de ratón trasplantadas logran observarse en el cremaster 
e interactuan con el endotelio mediante microscopia intravital. Fotografías de un 
video de microscopia intravital de cremaster de células mononucleares de un ratón 
C57BL/6 marcadas con Hoechst 33342 inyectadas en otro ratón C57BL/6. La flecha 
amarilla señala a una célula que se encuentra arrestada y la flecha azul señala a una 
célula que se encuentra haciendo rolling. N=2 

 

 

Figura 17. Las células REH no logran observarse en el cremaster. Fotografías de 
un video de microscopia intravital de cremaster de células REH marcadas con 
Hoechst 33342 inyectadas en un ratón C57BL/6. N=4 
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Figura 18. Las células REH que lograron observarse obstruyen los capilares 
sanguíneos. Fotografías de un video de microscopia intravital de cremaster de 
células REH marcadas con Hoechst 33342 inyectadas en un ratón C57BL/6. N=4 
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Discusión  

En este trabajo demostramos que existe un incremento de cortactina tanto a 

nivel de proteína como de mensajero en dos líneas celulares de LLA-preB, 

NALM-6 y REH, en comparación con las células control.  

La expresión de cortactina en células hematopoyéticas fue descrita 

recientemente y a diferencia de la mayoría de las células que expresan la 

forma WT de la proteína de 80 kDa, las células T, B, NK y monocitos expresan 

la forma de 70 kDa (Gattazzo, Martini et al. 2014). A pesar de que no fue 

posible identificar la forma presente de la proteína específicamente en la 

población CD34-CD19+, las líneas leucémicas Nalm-6 y REH presentan la 

SV2 de 60 kDa. Pese a que se ha reportado en fibroblastos que la SV2 tiene 

una menor capacidad de migración que la forma WT de la proteína (van 

Rossum, de Graaf et al. 2003), Weed y colaboradores demostraron que el 

repetido 4, que se encuentra en todas las formas de la proteína, es el repetido 

necesario para la unión estable de F-actina (Weed, Karginov et al. 2000).  

La cascada de extravasación y las moléculas  implicadas en esta, no han sido 

bien descrita en los linfocitos B. Shetty y colaboradores demostraron in vitro, 

mediante ensayos de adhesión con flujo utilizando una monocapa de células 

endoteliales de sinusoide hepático, que las células B eran capturadas 

firmemente sin necesidad de un rolling previo y que esta adhesión era regulada 

por VCAM-1. Al evaluar PGL1 y L-selectina, moléculas implicadas en el 

proceso de rolling, observamos que existe una baja expresión de PSGL1 en 

las líneas celulares NALM-6 y REH en comparación con las células control, lo 

cual coincide con lo reportado para células de pacientes con LLA de 

precursores de células B (Nonomura, Kikuchi et al. 2008). En el caso de L-

selectina se observa una alta expresión en las líneas celulares leucémicas, 

esta selectina ha sido también descrita en células B de LLC y mediante 

ensayos funcionales se ha observado que es la proteína encargada de la 

captura inicial en los vasos sanguíneos especializados que permiten la entrada 

a los nódulos linfáticos (Lafouresse, Bellard et al. 2015). Estos datos apoyan 
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la idea de que las células LLA-preB llevan a cabo un proceso de rolling y 

sugieren que está mediado por L-selectina.  

Al evaluar el receptor CXCR4, ambas líneas celulares leucémicas muestran 

altos niveles, lo cual correlaciona con los altos niveles de proteína en pacientes 

pediátricos de LLA-preB con recaída (van den Berk, van der Veer et al. 2014). 

La alta expresión de las subunidades de VLA-4 en ambas líneas celulares 

leucémicas correlaciona con los altos niveles de mRNA reportados en 

pacientes de LLA-preB, los cuales de acuerdo a los parámetros clínicos están 

asociados a un mal pronóstico (Shalapour, Hof et al. 2011, Hsieh, Gang et al. 

2013). La alta expresión de esta integrina no se ha asociado directamente con 

un incremento en la capacidad de migración de las células leucémicas, sin 

embargo se ha demostrado in vitro su importancia mediante cocultivos de 

células de LLA-preB y células estromales (Mudry, Fortney et al. 2000). En 

estos ensayos, las células leucémicas son capaces de proliferar incluso en 

presencia de un agente terapéutico únicamente cuando están en contacto 

directo con las células estromales y  dicho contacto es mediado por la unión 

de VLA-4 y VCAM-1. Los altos niveles del receptor CXCR4 y las subunidades 

de VLA-4 en las líneas celulares NALM-6 y REH muestran patrones similares 

al de los pacientes y sugieren una ventaja al favorecer su supervivencia.  

Al evaluar la capacidad de transmigración in vitro de las líneas celulares 

leucémicas, no observamos una diferencia significativa entre estas, 

probablemente debido a que tampoco existe una diferencia significativa en la 

expresión de cortactina entre las líneas celulares. Sin embargo, el papel que 

juegan  los niveles de cortactina en la migración de las células de LLA-preB se 

han demostrado previamente en nuestro laboratorio con la línea celular 

RS4:11 la cual tiene una menor expresión de cortactina y una menor tasa de 

transmigración en comparación con las células REH. No obstante, la relación 

directa entre la expresión de cortactina y la capacidad de migración debe ser 

demostrada mediante un knockdown de la proteína en las líneas de LLA-preB. 
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Los niveles de IMF tanto de cortactina como de CD29, la cadena β de la 

integrina VLA-4, de las células que migraron son mayores en comparación con 

aquellas que no migraron. Dado que en condiciones basales se observa una 

población homogénea para la expresión de estas proteínas, la diferencia de 

IMF no es producto de la migración de una población con una alta expresión 

de alguna de la proteína sino probablemente de una población que es capaz 

de la rápida síntesis de novo de estas proteínas. El incremento en la expresión 

de cortactina podría deberse a que la proteína se requiere de manera 

abundante en proceso completo de transmigración. En líneas celulares de 

cáncer de ovario el nivel del mensajero de la integrina β1 se ha visto 

incrementado cuando estas son estimuladas con CXCL12 por 3 horas (Jiang, 

Wu et al. 2007) por lo que el incremento que se observa en la expresión de 

CD29 tras la migración puede ser un efecto directo de CXCL12. 

La  cadena α de las integrinas define el ligando, en el caso de VLA-4, α4 

(CD49d) permite la unión a VCAM-1 y dicha unión media la adhesión firme de 

las células al endotelio. Una vez que estas son adheridas y el proceso de 

transmigración ocurre, debe existir un reciclamiento de las integrinas, el cual 

podría ser responsable del su disminución (Ramsay, Keppler et al. 2007). Los 

niveles de fosforilación de tirosinas en cortactina fueron evaluados en la línea 

celular REH bajo distintos estímulos de CXCL12, sin embargo no observamos 

ninguna diferencia con el nivel de fosforilación basal. Esto sugiere que 

cortactina se encuentra constitutivamente fosforilada en las células leucémicas 

REH, lo cual concuerda con lo ya reportado en células B de LLC por Martini y 

colaboradores. Dado que este nivel de fosforilación en las células B normales 

en condiciones basales es bajo e incrementa con un estímulo de CXCL12 y 

estas fosforilaciones favorecen la migración de las células así como la 

liberación de MM-9 (Martini, Gattazzo et al. 2017), una fosforilación constitutiva 

en las células de LLA-preB generaría una ventaja en estos procesos. 

Otro de los objetivos de este proyecto fue evaluar in vivo la transmigración de 

las células leucémicas para lo cual se planteó un modelo de microscopia 
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intravital. Sin embargo, las células de LLA no lograron observarse en el 

cremaster. Su ausencia no puede explicarse por una aberración en la 

interacción del endotelio murino y las células leucémicas ya que diversos 

modelos murinos de xenotrasplante han sido utilizados para representar la 

enfermedad (Meyer and Debatin 2011, Goyama, Wunderlich et al. 2015). 

A pesar de que las células de LLA han demostrado una capacidad de 

migración en respuesta a CXCL12 in vitro, es probable que in vivo este 

estímulo no sea suficiente para atraer a las células al cremaster. Los primeros 

sitios donde se localizan las células leucémicas en los modelos murinos de 

xenotrasplantes son la médula ósea y el bazo, sitios de hematopoyesis y 

órganos linfoides secundarios (Baersch, Mollers et al. 1997, Lock, Liem et al. 

2002, Meyer, Eckhoff et al. 2011). Dado que estos sitios cuentan con los 

estímulos adecuados y el microambiente necesario para reclutar a las células 

B, estos podrían ser los lugares a los cuales se dirigen las células leucémicas 

inyectadas. Esta idea se ve apoyada por un estudio reciente donde se ha 

logrado evaluar la migración de células de LLC a nódulos linfáticos y su 

interacción con el endotelio en un modelo murino de xenotrasplante 

(Lafouresse, Bellard et al. 2015). Por lo que la MIV de nódulo linfático podría 

ser una alternativa para evaluar el proceso de migración de las células 

leucémicas. 

En conjunto, mis resultados con lo ya reportado en la literatura nos sugieren 

que las células B, llevan a cabo un proceso de transmigración el cual requiere 

de pasos previos en los que participan L-selectina en el proceso de rolling, el 

receptor CXCR4 al cual se une CXCL12 y genera una activación de la integrina 

VLA-4 que permite el proceso de adhesión firme. Además, la unión CXCL12 a 

CXCR4  da lugar a un incremento en la fosforilación de cortactina, 

probablemente por cinasas de la familia Src, favoreciendo el proceso de 

migración y secreción de metaloproteasas. Sin embargo en líneas celulares 

de LLA-preB, hemos observado un incremento en los niveles de cortactina y 

altos niveles de fosforilación de la proteína, los cuales no incrementan tras un 
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estímulo de CXCL12 (Fig 19). Estas características, probablemente participan 

en el incremento de la transmigración de las células leucémicas, favoreciendo 

la infiltración a órganos extramedulares (Fig 19), generando un pronóstico 

desfavorable para los pacientes. Sin embargo, la importancia de los altos 

niveles de cortactina aún debe demostrarse in vivo. 

 

 

Figura 19. Modelo propuesto del papel que juega cortactina en las células 
de LLA-preB. En las células preB CXCL12 permite la activación de VLA-4 y 
la fosforilación en las tirosinas de cortactina (izquierda) para inducir una 
transmigración regulada. Las células de LLA-preB tienen una alta expresión 
de VLA-4, CXCR4 y cortactina, esta última esta presenta altos niveles de 
tirosinas fosforiladas, los cuales no se ven modificados bajo un estímulo de 
CXCL12 que sugiere una incremento en la transmigración.  
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Conclusión 

Los altos niveles de cortactina en líneas celulares de LLA de precursores de 

células B así como su fosforilación constitutiva y los altos niveles de VLA-4 y 

CXCR4 podrían ser ventajas en el proceso de transmigración. Sin embargo, la 

metodología de MIV del cremaster tras xenotrasplantes no es un modelo 

adecuado para estudiar dicho proceso in vivo. 

 

Perspectivas 

 Realizar un KD lentiviral de cortactina en las líneas celulares de LLA-

preB REH y NALM-6. 

 Establecer un modelo murino de xenotrasplante para analizar por 

microscopía intravital la transmigración en nódulos linfáticos. 

 Establecer un modelo in vivo de la enfermedad y analizar si los altos 

niveles de cortactina en las líneas de LLA-preB juegan un papel en la 

infiltración de las células a BM y/o extramedulares. 
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