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1. RESUMEN 

El glioblastoma (GBM) es el tumor maligno cerebral más frecuente y agresivo en 

los adultos y el tratamiento estándar consiste en la resección quirúrgica seguida de 

radioterapia y quimioterapia. El GBM se caracteriza por la heterogeneidad celular, 

rápida proliferación, angiogénesis e invasión extensiva, características que le 

confieren una alta agresividad y resistencia a los tratamientos actuales. Las 

poblaciones celulares que forman parte del microambiente tumoral pueden tener 

diferentes características de malignidad.  Este estudio pretende caracterizar algunas 

células en cultivos primarios de GBM mediante análisis inmunocitoquímico y la 

localización celular y subcelular de la inmunofilina FKBP51. En cultivos primarios 

de GBM se observó una variación de la expresión de los marcadores celulares GFAP, 

CD31, CD34 y MAP2 entre casos y pases. La actividad proliferativa marcada por 

Ki67 fue mayor en el segundo pase y FKBP51 se expresó en todos los tipos celulares 

con localización citoplasmática, nuclear, en torno a la membrana nuclear y como 

agregaciones en forma de cuerpos de inclusión.  

Palabras clave: Glioblastoma, cultivo primario, heterogeneidad celular, 

inmunocitoquímica, FKBP51. 

 

 

2. ABSTRACT 

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive malignant brain tumour 

in adults and standard treatment consists of surgical resection followed by 

radiotherapy and chemotherapy. GBM is characterised by cellular heterogeneity, 

rapid proliferation, angiogenesis and extensive invasion, characteristics that make it 

highly aggressive and resistant to current treatments. The cell populations that form 

part of the tumour microenvironment may have different characteristics of 

malignancy. This study aims to characterise cells in primary cultures of GBM by 

immunocytochemical analysis and the cellular and subcellular localisation of the 

immunophilin FKBP51. In primary cultures of GBM, variation in the expression of 

the cellular markers GFAP, CD31, CD34 and MAP2 was observed between cases and 

passages Ki67-labelled proliferative activity was highest in the second passage and 
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FKBP51 was expressed in all cell types and localized in cytoplasm, nucleus, around 

the nuclear membrane and as aggregations in the form of inclusion bodies.  

Keywords: Glioblastoma, primary culture, cellular heterogeneity, 

immunocytochemistry, FKBP51. 
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3. INTRODUCCIÓN 

El glioblastoma (GBM) o astrocitoma grado IV es el tumor maligno cerebral más 

frecuente y agresivo en los adultos, con una supervivencia media de 15 meses desde 

su diagnóstico (Kan et al., 2020). Es un tumor incurable y el tratamiento estándar 

actual consiste en la resección quirúrgica seguida de radioterapia y quimioterapia (da 

Hora et al., 2019). El GBM se caracteriza por la heterogeneidad celular, rápida 

proliferación, angiogénesis e invasión extensiva (Bronisz et al., 2014) y por ello, las 

células de glioblastoma invasivas escapan a la cirugía y a las terapias focales y, por 

lo tanto, representan un obstáculo importante para su tratamiento (Vollmann-Zwerenz 

et al., 2020). 

Las poblaciones heterogéneas de células tumorales, las células madre de glioma 

(GSC, glioma stem cells) y otras células no tumorales presentes en el microambiente 

(Fig. 1) sirven como reguladores críticos de la progresión y recurrencia del tumor.  

Además, la infiltración de células inmunitarias en las regiones tumorales contribuye 

al establecimiento de un microambiente tumoral inmunosupresor para promover el 

desarrollo tumoral, la metástasis y la resistencia a las terapias contra el cáncer (Francis 

Curtin et al., 2018). 

En el GBM, la población de células cancerosas está formada principalmente por 

células de astrocitoma y células madre de glioma, mientras que el microambiente 

tumoral está formado por astrocitos, células microgliales, pericitos, telocitos, células 

endoteliales y neuronas, y la comunicación entre estos tipos de células es fundamental 

en la biología tumoral (Rotoli et al., 2019).  Existen diferentes marcadores para 

identificar estos tipos celulares presentes en el GBM, como la proteína cluster of 

differentiation 31 (CD31) también conocida como platelet endothelial cell adhesion 

molecule-1 (PECAM-1), un receptor de membrana altamente glicosilado expresado 

por células endoteliales, macrófagos derivados de monocitos y pericitos. Su 

localización en la membrana plasmática de la célula varía en función de los 

reordenamientos del citoesqueleto de actina y está impulsada por la formación de 

microdominios de membrana tras la estimulación celular (Caligiuri, 2020).  
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Las células endoteliales también expresan la proteína cluster of differentiation 34 

(CD34), una fosfoglucoproteína transmembrana que también se expresa en 

macrófagos y telocitos. Las propiedades de las células endoteliales CD34 a menudo 

están relacionadas con las células hematopoyéticas, ya que ambos tipos de células 

pueden aislarse de la sangre periférica utilizando CD34 como antígeno (Sidney et al., 

2014). Los astrocitos y las células del astrocitoma forman la mayor parte de la 

población celular del GBM, y se pueden identificar por medio de la expresión de la 

glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Pérez Rodríguez, 2016). Múltiples estudios 

han caracterizado la expresión de GFAP en subtipos de glioma, lo que ha permitido 

establecer a GFAP como un biomarcador para astrocitoma. En el cerebro humano 

sano, GFAP se expresa principalmente en astrocitos maduros. Por lo tanto, se cree 

que una expresión alta de GFAP marca tumores menos malignos más diferenciados. 

Sin embargo, más recientemente se observó la expresión de GFAP en la glía radial 

del cerebro humano en desarrollo y en células madre neurales adultas del cerebro 

adulto, mostrando que GFAP también se expresa en células del Sistema Nervioso 

Central (SNC) no diferenciadas e inmaduras (van Bodegraven et al., 2019). 

          Figura 1. Histología característica del glioblastoma multiforme (Pérez Rodríguez, 2016). 

 

En el microambiente tumoral también se han identificado neuronas, que expresan 

la proteína conocida como neuronal nuclei (NeuN) y la microtubule-associated 

protein 2 (MAP2). NeuN se detecta exclusivamente en las neuronas posmitóticas y se 

distribuye en los núcleos de estas neuronas en casi todas las partes del sistema 

nervioso de los vertebrados. El nivel de expresión de NeuN se ha utilizado para 

evaluar directamente la muerte o pérdida neuronal, y la reaparición de células NeuN+ 
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se ha convertido en un marcador confiable para cuantificar los efectos terapéuticos en 

estudios experimentales (Duan et al., 2016). MAP2 es una abundante proteína que 

participa en el desarrollo de los procesos neuronales y la plasticidad sináptica y se 

localiza principalmente en los cuerpos celulares y las dendritas de las neuronas 

(Dehmelt & Halpain, 2004). La expresión ectópica de MAP2 en células no 

neuronales, especialmente en células cancerosas que se dividen rápidamente, puede 

provocar la interrupción de la inestabilidad dinámica de los microtúbulos, defectos 

del huso mitótico, detención del ciclo celular y apoptosis (Maddodi et al., 2010). 

La actividad proliferativa de las células tumorales representa un importante 

marcador pronóstico en el diagnóstico del cáncer y uno de los métodos para evaluarla 

es la detección de antígenos específicos del ciclo celular. Por ejemplo, Ki67, 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) y las proteínas minichromosome 

maintenance (MCM) son marcadores estándar de proliferación que se usan 

comúnmente para evaluar la fracción de crecimiento de una población celular 

(Juríková et al., 2016). Ki67 es un indicador de proliferación frecuentemente usado 

en diferentes tipos de cáncer, sobre todo en el cáncer de mama y al expresarse de 

manera abundante en células malignas se ha convertido en un objetivo prometedor 

para la terapia contra el cáncer. Se encuentra principalmente en la corteza nucleolar 

durante la interfase y se recluta en los cromosomas condensados durante la mitosis 

(Wang et al., 2018). 

Las proteínas PCNA y MCM se han identificado como participantes importantes 

de la replicación del DNA. PCNA es una proteína esencial que participa en una 

variedad de procesos del metabolismo del DNA, incluida la replicación y reparación 

del DNA, la organización y transcripción de la cromatina y la cohesión de las 

cromátidas hermanas. Además, PCNA está implicado en la supervivencia celular y 

posiblemente en las vías del metabolismo energético, como la glucólisis. Las 

proteínas responsables del mantenimiento de los minicromos se denominaron 

proteínas MCM. Estas proteínas se consideran el factor clave para el inicio de la 

replicación, son necesarios para la elongación de la replicación y están implicadas en 

la cohesión, condensación, transcripción y recombinación de moléculas de DNA 

(Juríková et al., 2016).  

FKBP51 (FK506 binding protein 51), codificada por el gen FKBP5, es una 

inmunofilina multifuncional que pertenece a la superfamilia de proteínas (Rotoli et 



6 
 

al., 2019) cuyos miembros son dianas para fármacos inmunosupresores, como la 

rapamicina, ciclosporina y también la propia FK506 (tacrolimus o fujimicina).  Las 

inmunofilinas son una familia de proteínas que presentan un dominio FKBP con 

actividad peptidilprolil isomerasa (PPIasa) (Pérez Rodríguez, 2016). FKBP51 puede 

actuar como cochaperona en la maquinaria de la proteína de choque térmico 90 

(Hsp90, heat shock protein 90), uniéndose al receptor de glucocorticoides y regulando 

su función (Hähle et al., 2019). Entre estas inmunofilinas que se unen a Hsp90, hay 

dos altamente homólogas, FKBP51 y FKBP52 (proteínas de unión a FK506 de 51 

kDa y 52 kDa, respectivamente) (Zgajnar et al., 2019), que a menudo actúan en 

conjunto de manera antagónica (Hähle et al., 2019) y aunque comparten 

características (Pérez Rodríguez, 2016) como la acción del receptor de esteroides, la 

actividad transcripcional, la conformación de proteínas, el tráfico de proteínas, la 

diferenciación celular, la apoptosis, la progresión del cáncer, la actividad de la 

telomerasa y la arquitectura del citoesqueleto (Zgajnar et al., 2019), también tiene 

características únicas como su papel en la regulación de múltiples vías de 

señalización, en la génesis tumoral y la quimio-resistencia (Pérez Rodríguez, 2016). 

FKBP51 ejerce funciones en las respuestas a la terapia antineoplásica y en la 

tumorigénesis a través de sus efectos sobre la maduración del receptor de esteroides 

y a través de su regulación de varias vías de señalización, como NF-kB (nuclear factor 

kappa B), PKA (protein kinase A), TGFβ (transforming growth factor β) y Akt (Rotoli 

et al., 2019). 

En condiciones basales, FKBP51 muestra una expresión pronunciada en 

adipocitos y células T (Hähle et al., 2019). En humanos, se expresa en múltiples 

tejidos, incluyendo riñón, músculo esquelético, hígado, placenta, el corazón y sangre 

periférica y su nivel de expresión es mucho menor en páncreas, bazo, y estómago y 

más bajo en cerebro, colon o pulmón (Pérez Rodríguez, 2016). En el cerebro de los 

roedores, la expresión basal de FKBP51 es mayor en el hipocampo, pero se ha 

observado una fuerte inducción de FKBP51 en la amígdala y en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo como respuesta al estrés o de glucocorticoides (Hähle 

et al., 2019). Además de un papel en la génesis tumoral, numerosos estudios han 

indicado también que puede tener un papel en las enfermedades psiquiátricas tales 

como depresión y en neurología, unida a Hsp90 está asociada en la fisiopatología de 
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tau asociada a microtúbulos que se acumula en un grupo de trastornos 

neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer (Pérez Rodríguez, 2016). 

Se han evidenciado niveles de expresión alterados de FKBP51 en varios tipos de 

cáncer, incluido el GBM. Prácticamente todos los tipos de células tumorales de 

glioblastoma humano expresan FKBP51 de una manera celular y subcelular diferente 

(Rotoli et al., 2022). La isoforma FKBP51s (splicing isoform of FKBP51) se 

encuentra abundantemente expresada en GBM, donde actúa como cochaperona de la 

proteina PD-L1 (programmed cell death ligand-1) (D’arrigo et al., 2017), una 

proteína que anula la actividad de los linfocitos T citotóxicos, facilitando la evasión 

del sistema inmune, la supervivencia celular y la resistencia al tratamiento (D’Arrigo 

et al., 2019). 

 

4.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Estudios previos han demostrado la gran heterogeneidad celular que presenta el 

GBM y que estas poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral con 

diferentes perfiles de expresión probablemente tienen características de malignidad 

distintas. La identificación de características moleculares adicionales de estas 

subpoblaciones celulares ayudaría al diagnóstico y podría servir como regulador de 

la progresión y resistencia a los tratamientos existentes actualmente, también sería útil 

en el establecimiento del pronóstico. 

FKBP51 es una proteína que participa en las vías de proliferación y crecimiento 

tumoral, y, por tanto, juega un papel importante en la biología del GBM y podría 

utilizarse como marcador de subpoblaciones celulares. 

Los objetivos de este trabajo son: 

1. Establecer cultivos primarios de GBM a partir de muestras de pacientes obtenidas 

tras cirugía en el Hospital Universitario de Canarias (HUC). 

2. Caracterizar celularmente los cultivos primarios de GBM mediante la 

identificación inmunocitoquímica de cuatro marcadores celulares: GFAP, CD31, 

CD34 y MAP2, estudiando la intensidad de expresión y la localización celular y 

subcelular de estas proteínas. 



8 
 

3. Evaluar la capacidad proliferativa de los cultivos primarios de GBM estudiando 

la expresión de Ki67 mediante identificación inmunocitoquímica y seguir la 

evolución de la actividad proliferativa. 

4. Estudiar la localización celular y subcelular de la proteína FKBP51 en células de 

GBM humano en cultivo primario con el fin de establecer una asociación entre 

estos patrones y la biología del cultivo. 

 

5. MATERIAL Y MÉTODOS  

5.1. Pacientes. 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Universidad de La Laguna 

(ULL) y por el Comité de Ética del Hospital Universitario de Canarias (HUC). Todos 

los pacientes o sus responsables firmaron un consentimiento informado para el 

diagnóstico y la investigación en muestra de tejido antes de la inscripción en el 

estudio. 

Se incluyeron 3 pacientes diagnosticados con GBM (2 hombres y una mujer) y 1 

paciente masculino con diagnóstico de linfoma, todos mayores de 60 años. El primer 

paciente estaba diagnosticado con GBM, con hemiparesia en clínica inicial y una 

lesión en la zona parietal. El segundo paciente analizado fue una mujer con deterioro 

cognitivo y una lesión en la zona frontal. El tercer paciente también estaba 

diagnosticado con GBM, presentaba inestabilidad y una lesión en la zona frontal y el 

último paciente analizado estaba diagnosticado de linfoma. 

 

5.2. Obtención de muestras y procesamiento. 

Se recolectaron muestras de GBM de pacientes que se sometieron a la cirugía 

inicial en el HUC y antes de que recibieran radioterapia y/o quimioterapia. Tras la 

cirugía se recogió la muestra en suero fisiológico y se llevó al Laboratorio de Biología 

del Desarrollo (Facultad de Biología, ULL) para su procesamiento.  

En el laboratorio se llevó a cabo la disgregación mecánica de la muestra en 

condiciones de asepsia. La muestra se pasó a una placa de 60mm y se disgregó con 

tijeras en fragmentos de tamaño igual o menor a 1mm. Una vez disgregado todo el 

tejido, se añadió Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM/F12, 112220-032, 
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Gibco TM Cell Culture-Thermo Fisher Scientific, Massachusett, USA) con 10% de 

suero fetal bovino (FBS) y una mezcla de tres antibióticos: penicilina (59 mg/L; 

Sigma-Aldrich, USA), streptomcina (100 mg/L; Sigma-Aldrich, USA) y anfotericina 

(25 mg/L; Sigma-Aldrich, USA) y se centrifugó durante 10 minutos a 1500rpm. La 

muestra se resuspendió con DMEM/F12 y se sembró un flask de 75cm2 y se incubó 

en una incubadora con ambiente humidificado a 37 ℃ con una atmósfera de 5% de 

CO2 para su crecimiento.  

 

5.3. Cultivos primarios. 

El crecimiento celular se observó en dos intervalos de tiempo diferentes, t=7 y 

t=20 días desde el día que se puso en cultivo (t=0). Los cultivos se mantuvieron en 

incubación durante 7 días con las mismas condiciones descritas anteriormente. En el 

séptimo día se levantaron las células de la superficie del flask mediante tratamiento 

enzimático con Tripsina/EDTA 1x (MS00S6200A, Biowest, Nuaillé, Francia) e 

incubación durante 5 minutos a 37ºC. Posteriormente, se añadió un volumen de 

DMEM/F12 para detener la actividad enzimática y se centrifugó durante 10 minutos 

a 1500rpm para lavar. El pellet celular fue resuspendido en 2mL de DMEM/F12 y las 

células se contaron con un contador automático (T20 automated cell counter, Bio 

Rad) usando una mezcla de 10µl de suspensión celular y 10µl de Trypan Blue 

(1450021, Bio-Rad) en una dual chamber slide (1450011, Bio-Rad). Se sembraron 

5x104 células en una placa de 4 pocillos (1,9cm2) con un cubreobjetos recubierto con 

poli-L-lisina y se incubaron durante 24h para permitir su adhesión a la superficie. El 

contenido restante se puso en una placa de 60mm con DMEM/F12 y se dejó en el 

incubador para que las células siguieran creciendo. Después de 20 días desde t=0, se 

realizó el mismo procedimiento con esta placa en cultivo, lo que correspondería con 

el segundo pase. 

 

5.4. Cultivo en fresco para óptica de Nomarski. 

Para observar las células en fresco y ver la morfología celular se utilizó la muestra 

del paciente 1. Se descongeló la muestra y se añadió DMEM. Posteriormente se 

añadió el contenido anterior en una placa de cultivo de 4 pocillos con una de superficie 

de cultivo de 1.9 cm2/pocillo y con cristales estériles sin recubrir. Se observó el 
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crecimiento durante 4 días consecutivos (t=1,2,3 y 4) desde t=0 días para ver cómo 

evolucionaba el cultivo en número celular y ambiente.  

 

5.5. Inmunocitoquímica. 

Después de 24 horas, las células se fijaron con metanol 100% y se llevó a cabo el 

estudio inmunocitoquímico. Para fijarlas, en primer lugar, se realizaron dos lavados 

con PBS estéril y se añadió metanol 100% frío a cada pocillo. Se llevaron las placas 

a -20ºC durante 6 minutos y pasado ese tiempo, se realizaron otros dos lavados con 

PBS.  

Para la inmunocitoquímica, en primer lugar, se realizó el paso de permeabilización 

y bloqueo durante 30 minutos con Solución de Bloqueo Universal, SBU (1% de 

albúmina de suero bovino (BSA); 0,1% gelatina; 0,5% Tritón X-100; 0,05% azida; 

PBS 1x; pH: 7,2-7,4). Luego se incubó la muestra durante una hora con los 

anticuerpos primarios (véase la tabla 1) diluidos en SBU.  Para eliminar los 

anticuerpos primarios no unidos se realizaron tres lavados durante 10 minutos cada 

uno con solución salina tamponada con Tris, TBS 1x-Tween (pH: 8,4; 0,5% Tween-

20; TBS 10x: 0,5M Tris; 9% NaCl). Posteriormente se incubó la muestra con el 

anticuerpo secundario (Tabla 1) diluido en TBS 1x-Tween durante una hora en 

oscuridad a temperatura ambiente. 

 

5.6. Microscopía 

El cultivo en fresco se observó con el microscopio óptico Olympus BX50 con 

óptica de Nomarski. Los casos 1 y 4 fueron analizados utilizando el microscopio 

óptico Olympus BX50 con fluorescencia y los otros dos casos con el microscopio 

confocal Leica TCS SP8. 
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Anticuerpo Diana Tipo Clase Huésped Dilución Fuente 

Anti-CD31 CD31 P MC MS 1:250 MA1-219, Termo 

Fischer 

Anti-CD34 CD34 P MC MS 1:250 sc-4799, Santa 

Cruz 

Biotechnology 

Anti-GFAP GFAP P MC MS 1:200 G3893, Sigma- 

Aldrich 

Anti-MAP2 MAP2 P MC MS 1:750 MAB378, 

Chemicon 

International 

Anti-

FKBP51 

FKBP51 P PC RB 1:100 ab46002, Abcam 

Anti-Ki67 Ki67 P MC MS Listo 

para usar 

PA0230, BOND 

FITC-conj. 

Anti-mouse 

Ratón 

IgG 

S PC GT 1:125 F0257, Sigma 

DyLight®65

0conj. Anti-

mouse 

Ratón 

IgG 

S PC GT 1:100 ab97018, Abcam 

FITC-conj. 

Anti-rabbit 

Conejo 

IgG 

S PC GT 1:200 F9887, Sigma 

 
Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el estudio. Tipo: P (primario), S (secundario). 

Clase: PC (policlonal), MC (monoclonal). Huésped: MS (ratón), RB (conejo), GT 

(cabra). 

 

 

6. RESULTADOS 

       Para observar la evolución del cultivo de células de GBM se obtuvieron 

imágenes del cultivo en fresco del primer paciente durante cuatro días consecutivos. 

La figura 2 muestra imágenes obtenidas con óptica de Nomarski del cultivo en fresco. 

Se observaron células individuales (Fig. 2A-D) con diferentes morfologías. 
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En el panel A y D de la figura 2 se observan células con una morfología fusiforme 

y con un volumen nuclear grande en relación con el escaso citoplasma. También hay 

células individuales con morfología irregular (Fig. 2B), o con forma triangular y con 

ramificaciones (Fig. 2C), además las células presentes en estos paneles también 

muestran un núcleo grande con respecto al citoplasma. Se observaron algunas 

agrupaciones celulares en los diferentes días (Fig. 2E-H) y en estas agrupaciones se 

reflejaron otras morfologías celulares presentes en el GBM como las células con 

forma de “huevo frito” (Fig. 2E y H) o las morfologías fusiformes anteriores (Fig. 2F 

y H) además de otras células con forma irregular (Fig. 2E y H).  

 

Figura 2. Imágenes del cultivo en fresco del caso 1 obtenidas con óptica de Nomarski 

durante cuatro días consecutivos de observación. A-D) Células individuales. E-H) 

Agrupaciones celulares. Imágenes tomadas a 40x. Barra = 20µm. 

 

Se establecieron cultivos primarios de GBM y de linfoma para observar su 

crecimiento y evolución en dos periodos de tiempo, 7 días (primer pase) y 20 días 

(segundo pase) y para evaluar la intensidad (véase la tabla 2) y localización de la 

expresión de los marcadores celulares GFAP, CD31, CD34, y MAP2, del indicador 

de proliferación Ki67 y de la proteína FKBP51. Cada figura que aparece a 

continuación (Fig. 3-6) corresponde con un caso y tanto para el estudio de la expresión 

y localización de FKBP51 como para el resto de las proteínas, el número de células 

se estableció en todos los casos mediante marcaje con DAPI. 
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El primer caso analizado mostró diferencias con respecto a los otros dos casos de 

GBM. En los dos pases se observaron células GFAP+. En el primero presentaron una 

tinción celular homogénea citoplasmática y nuclear, con una morfología muy 

irregular y ramificada (Fig. 3A) y con núcleos de gran tamaño (Fig. 3E). En el segundo 

pase la intensidad de la tinción fue mucho más fuerte y las células tenían un tamaño 

mayor. La expresión fue principalmente citoplasmática y se observaron núcleos 

grandes e irregulares con respecto al citoplasma.  

CD31 mantuvo una intensidad de expresión baja al igual que en los demás casos 

(tabla 2), pero en este se observó tinción específica con inclusiones citoplasmáticas 

(Fig. 3B). En el segundo pase CD31 aumentó su expresión ligeramente (tabla 2), 

principalmente en el citoplasma y el núcleo, con células de un tamaño mayor y con 

morfologías más irregulares. En los dos pases los núcleos observados tenían un gran 

tamaño respecto al citoplasma celular. 

Se detectó expresión de CD34, citoplasmática, nuclear y formando inclusiones 

más intensas (Fig. 3C). Las células marcadas tienen morfología tipo “huevo frito”, 

alargadas y ramificadas, todas con núcleos de gran tamaño (Fig. 3G). En el segundo 

pase disminuyó la expresión de esta proteína, como se puede observar en la tabla 2, y 

se concentra principalmente en el núcleo, marcando células con morfología similar a 

las del primer pase. 

En el caso 1 se detectó expresión de MAP2, que disminuye en el segundo pase 

(tabla 2), en citoplasma, núcleo y con una intensidad mayor formando inclusiones 

citoplasmáticas. Las células presentaron una morfología principalmente fusiforme y 

con numerosas ramificaciones (Fig. 3D). Los núcleos se observaron con un gran 

tamaño con respecto al escaso citoplasma (Fig. 3H). En el segundo pase las células 

presentaron un mayor tamaño, con una distribución de la expresión citoplasmática y 

nuclear, con la misma morfología anterior.  

El nivel de proliferación se mantuvo moderado (tabla 2), con marcaje nuclear y 

con inclusiones citoplasmática en el primer pase (Fig. 3I) y nuclear en el segundo pase 

(Fig. 3J). La fluorescencia específica para FKBP51 mostró una fuerte intensidad que 

se mantuvo en el segundo pase (véase tabla 2), con expresión citoplasmática y nuclear 

(Fig. 3K). Las células FKBP51+ también mostraron morfologías similares a las 
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presentes en otros marcadores, fusiformes y ramificadas, formando redes y con 

núcleos prominentes (Fig.3O).  

 

Figura 3. Imágenes de microscopía de fluorescencia de cultivo primario de GBM del 

caso 1 con marcaje inmunofluorescente. A-D) Expresión de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 

respectivamente, todas en verde. E-H) Merge con DAPI. I y J) Expresión de Ki67 en el primer y 

segundo pase, respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI. K y L) Expresión de FKBP51 

en el primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imágenes 

tomadas a 40x. Barra = 20µm. 
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En el caso 2 se observó una intensa expresión citoplasmática de GFAP en células 

grandes y con morfología estrellada e irregular (Fig. 4A). En el segundo pase la 

intensidad de la expresión de GFAP disminuyó (tabla 2). 

CD31 mostró un marcaje débil (Fig. 4B), localizado principalmente en el 

citoplasma. Las células CD31+ presentaron una morfología estrellada y con células 

en mitosis (Fig. 4F). En el segundo pase aumentó la expresión de CD31 (tabla 2) y el 

marcaje se concentró principalmente en el citoplasma. Las células marcadas 

presentaron principalmente una morfología de “huevo frito”, de mayor tamaño, con 

un núcleo grande con respecto al citoplasma y también algunas en mitosis. No se 

detectó expresión de CD34 (Fig. 4C y G) y MAP2 (Fig. 4D y H) en los dos pases de 

este caso.  La tinción específica para Ki67 mostró un aumento considerable de un pase 

a otro (tabla 2). En el primer pase la proliferación detectada fue menor (Fig. 4I), 

mientras que en el segundo pase presentaron una mayor intensidad para Ki67 (Fig. 

4J). 

Mayoritariamente, las células presentaron una morfología en “huevo frito” con 

inmunofluorescencia específica para FKBP51 en el citoplasma, aunque algunas 

también tenían expresión más baja en el núcleo (Fig. 4K y O). En el segundo pase no 

se detectó expresión en el núcleo (Fig. 4L).  

En el caso 3 las proteínas estudiadas siguieron el mismo patrón de expresión que 

el caso anterior en el primer pase. En el primer pase se detectaron células GFAP+ con 

una expresión citoplasmática generalmente homogénea. Se observaron con una 

morfología diversa, estrellada con ramificaciones, triangular y alargada (Fig. 5Ay E). 

En el segundo pase no se detectó GFAP. 

CD31 mostró una baja expresión en membrana plasmática y citoplasma, con 

células de una morfología alargada y con núcleos grandes con respecto al citoplasma 

en el primer pase (Fig. 5B y F). En el segundo pase la expresión se mantuvo a la 

misma intensidad (tabla 2), pero con una concentración mayor en el citoplasma. Como 

en el caso anterior, no se detectó expresión de CD34 (Fig. 5C) ni de MAP2 (Fig. 5D) 

en ninguno de los dos pases.  
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En este caso se observó un bajo grado de proliferación en el primer pase (Fig. 5I) 

y en el segundo no se detectó Ki67. En el primer pase FKBP51 mostró una tinción 

específica fuerte y citoplasmática, con una distribución de la intensidad heterogénea 

en toda la célula (Fig. 5K). En el segundo pase se mantuvo la expresión de FKBP51 

(tabla 2), principalmente con una expresión nuclear, alrededor del núcleo y en algunas 

células formando inclusiones citoplasmáticas (Fig. 5L).   

Figura 4. Imágenes confocales de cultivo primario de GBM del caso 2 con marcaje 

inmunofluorescente. A-D) Expresión de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 respectivamente, todas 

en rojo. E-H) Merge con DAPI. I y J) Expresión de Ki67 en rojo en el primer y segundo pase, 

respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI. K y L) Expresión de FKBP51 en verde en el 

primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imágenes tomadas 

a 40x. Barra = 20µm 
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Figura 5. Imágenes confocales de cultivo primario de GBM del caso 3 con marcaje 

inmunofluorescente. A-D) Expresión de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 respectivamente, todas 

en rojo. E-H) Merge con DAPI. I y J) Expresión de Ki67 en rojoen el primer pase y en el segundo 

pase, respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI.K y L) Expresión de FKBP51 en verde 

en el primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imágenes 

tomadas a 40x. Barra = 20µm. 
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En el último caso analizado, un linfoma que antes de la cirugía aparentó ser un 

glioblastoma, se observó inmunofluorescencia específica para GFAP en el primer 

pase, pero en el segundo pase no se detectó expresión (tabla 2). En el primer pase 

mostró una expresión celular generalizada en células con morfología irregular en 

“huevo frito” (Fig. 6A y E).  

Se observó una baja expresión de CD31 en el primer pase (tabla 2), citoplasmática 

y nuclear. Las células marcadas mostraron una morfología tipo “huevo frito” y gran 

tamaño (Fig. 6B). En el segundo pase aumentó la expresión de esta proteína, 

principalmente en el núcleo y en la envoltura nuclear, las células eran de mayor 

tamaño y adquieren una morfología más irregular. Se detectó una expresión moderada 

de CD34 en el primer pase, que disminuyó en el segundo. En este primer pase se 

observó intensidad de la tinción en el citoplasma y más concentrada en el núcleo (Fig. 

6C). Las células marcadas presentaron una morfología en “huevo frito” y estrellada y 

los núcleos eran prominentes con respecto al citoplasma (Fig. 6G). En el segundo pase 

la expresión se concentró hacia la zona nuclear en células con morfología de “huevo 

frito” y con una intensidad mayor en inclusiones citoplasmáticas.  

MAP2 también se expresó en este caso, disminuyendo su expresión en el segundo 

pase. Se detectó expresión de MAP2 principalmente por medio de numerosas 

inclusiones citoplasmáticas y nucleares (Fig. 6D) en células con morfología 

redondeada y fusiformes (Fig. 6H). En el segundo pase también se observó una 

expresión principal en inclusiones. 

En este último caso no se pudo realizar la valoración del nivel de proliferación en 

el primer pase por contaminación del pocillo, pero en el segundo pase mostró una alta 

proliferación (Fig. 6I y L). También se observó inmunofluorescencia específica para 

FKBP51, pero de intensidad moderada. Su marcaje fue homogéneo, tanto en el 

citoplasma como en el núcleo (Fig. 6J). En el segundo pase se mantuvo la expresión, 

pero en este caso las células marcadas presentaron otra morfología, en este caso de 

“huevo frito” y la expresión se concentró principalmente en la zona nuclear en la 

mayoría de las células y con mayor intensidad formando inclusiones (Fig. 6K).  
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  Figura 6. Imágenes con microscopía de fluorescencia de cultivo primario de linfoma 

del caso 4 con marcaje inmunofluorescente. A-D) Expresión de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 

respectivamente, todas en verde. E-H) Merge con DAPI. I) Expresión de Ki 67 en verde en el 

segundo pase.  L) Merge de Ki67 con DAPI. J y K) Expresión de FKBP51 en verde en el primer 

y segundo pase, respectivamente. M y N) Merge de FKBP51con DAPI. Imágenes tomadas a 40x. 

Barra = 20µm. 

 

La expresión de GFAP, CD31, CD34, MAP2, Ki67 y FKBP51 se cuantificó de 

forma observacional estableciendo cuatro niveles de intensidad. Las intensidades de 

las tinciones se calificaron como ausente (-), cuando no se detectó expresión de las 

proteínas, débil (+), si la intensidad de la tinción específica para esa proteína se 
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observaba, pero de manera tenue y en pocas células, moderada (++) cuando se detectó 

expresión más o menos homogénea o fuerte (+++) cuando la tinción era muy intensa 

con respecto a las demás imágenes y homogénea en la distribución y número celular. 

Estos puntos de corte se establecieron tras un estudio inicial de todo el material (Tabla 

2). 

GFAP mostró una fuerte expresión en todos los casos de GBM en el primer pase 

y en el caso de linfoma también se detectó una fuerte expresión en el primer. En el 

segundo pase GFAP mostró una mayor variación, disminuyendo su expresión según 

el caso. En el primer caso (GBM) se mantuvo una fuerte expresión en los dos pases. 

En el segundo caso (GBM) disminuyó a moderada en el segundo pase y en el tercer 

caso y en el caso con linfoma se observó lo mismo, no se detectó expresión en el 

segundo pase. CD31 se expresó en todos los casos y pases, aumentando su expresión 

de baja a moderada en el segundo pase en dos casos de GBM (caso 1 y 2) y ocurrió 

lo mismo en el caso con linfoma (caso 4). Sin embargo, en el caso 3 (GBM) se 

mantuvo una expresión baja en los dos pases. Se detectó la misma expresión de CD34 

en el caso 1 (GBM) y en el caso 4 (linfoma) en los dos pases, disminuyendo su 

expresión de moderada a baja de un pase a otro en los dos casos. En los otros dos 

casos con GBM (caso 2 y 3) no se detectó señal de CD34 en ninguno de los pases. Se 

detectó señal de MAP2 en el caso 1 (GBM) y en el caso 4 (linfoma). En estos dos 

casos la expresión de MAP2 disminuyó en el segundo pase, pero se detectaron 

intensidades de expresión diferentes. En el caso 1 (GBM) la expresión disminuyó de 

fuerte a moderada, mientras que en el caso 4 (linfoma) la expresión fue menor, 

variando de moderada a baja de un pase a otro. Por otra parte, no se detectó señal de 

MAP2 en los casos 2 (GBM) y 3 (GBM) en ninguno de los dos pases. El nivel de 

proliferación, detectado con la expresión de Ki67, también reflejó una variabilidad 

entre pases en la señal de la expresión detectada entre ellos. En el primer caso se 

mantuvo un nivel de proliferación moderado en los dos pases. Sin embargo, en los 

otros dos casos de GBM (caso 2 y 3) se detectó un nivel bajo de proliferación en el 

primer pase y variación de la intensidad de la señal en el segundo pase. En el segundo 

caso (GBM) aumentó la intensidad de expresión en el segundo pase y en el tercer caso 

(GBM) no se detectó expresión en el segundo pase. Tanto en el caso 2 (GBM) como 

en el caso con linfoma (caso 4) se detectó una fuerte expresión de Ki67 en el segundo 

pase.  FKBP51 mostró una expresión fuerte y estable en los tres casos de GBM 
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analizados, y se mantuvo de esta manera en ambos pases. Sin embargo, en el caso 4 

con linfoma, también se detectó que la expresión de esta proteína se mantiene estable 

en ambos pases, pero en comparación con los casos de GBM la expresión fue menor. 

 

 

 

Caso 1 

(GBM) 

Caso 2 

(GBM) 

Caso 3 

(GBM) 

Caso 4 

(Linfoma) 

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

GFAP +++ +++ +++ ++ +++ - +++ - 

CD31 + ++ + ++ + + + ++ 

CD34 ++ + - - - - ++ + 

MAP2 +++ ++ - - - - ++ + 

Ki67 ++ ++ + +++ + -  +++ 

FKBP51 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

 

Tabla 2. Niveles de expresión de proteínas en cultivos primarios de GBM y linfoma. 

Niveles de expresión deducidos por cuantificación inmunocitoquímica para los marcadores 

celulares GFAP, CD31, CD34 y MAP2, para el indicador de proliferación Ki67 y para la proteína 

FKBP51 en los dos pases del cultivo primario de GBM. Casos 1-3: Pacientes con GBM primario. 

Caso 4: Paciente con linfoma. Grados de intensidad: (-) ausente, (+) débil; (++) moderada; (+++) 

fuerte. 

 

 

7. DISCUSIÓN 

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario más frecuente y agresivo, 

con una supervivencia media de 15 meses a pesar de la cirugía y los tratamientos de 

radioterapia y quimioterapia (Kan et al., 2020) Anteriormente se denominaba 

glioblastoma multiforme debido a la heterogeneidad celular que presenta y las 

diferencias significativas al analizar diferentes secciones del tumor. Sin embargo, 

actualmente se sabe que a pesar de esa heterogeneidad se caracteriza por presentar 

unas determinadas poblaciones celulares como células del astrocitoma y células 

madre de glioma , que son las células malignas predominantes en el GBM, además de 

una población altamente heterogénea de células migratorias, neovascularizadoras y 

mieloides infiltradas que forman un complejo microambiente tumoral (Rotoli et al., 
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2019) como son los astrocitos, células microgliales, pericitos, telocitos, células 

endoteliales y neuronas maduras. En este trabajo se caracterizaron celularmente 

cultivos primarios de GBM por medio de la identificación inmunocitoquímica de los 

marcadores GFAP, CD31, CD34 y MAP2 para describir las poblaciones celulares 

presentes en estos tumores.  

La comunicación entre las células del microambiente tumoral es fundamental en 

la biología del GBM y, en consecuencia, la proteína FKBP51, que integra estímulos 

externos e internos para regular varias vías de señalización (Rotoli et al., 2019) 

también desempeña un papel importante en el GBM. Por ello se ha estudiado la 

expresión y localización de FKBP51 en cultivos primarios de GBM mediante análisis 

inmunocitoquímico. 

La mayoría de los estudios actuales utilizan líneas celulares y estas no reflejan con 

exactitud la heterogeneidad del microambiente tumoral y por tanto es importante 

desarrollar modelos fiables de GBM humano. El cultivo de tejido tumoral 

directamente del tumor resecado, estableciendo cultivos primarios como se ha 

realizado en este trabajo, tiene la ventaja de que se asemeja más a la verdadera 

enfermedad humana y comprende una variedad de componentes celulares presentados 

en el microambiente natural del tumor (Kan et al., 2020). 

Los marcadores celulares utilizados (GFAP, CD31, CD34 y MAP2) han permitido 

identificar las poblaciones de células presentes en los cultivos primarios de GBM, 

tanto las células malignas diferenciadas (células de astrocitoma) como las células 

diferenciadas que forman el microambiente tumoral.  

En los cultivos primarios estudiados se identificaron astrocitos y células de 

astrocitoma por medio del marcaje con GFAP (glial fibrillary acidic protein), una 

proteína implicada en la estructura y función del citoesqueleto y cuya expresión se 

incrementa tras el daño cerebral o durante la degeneración del Sistema Nervioso 

Central (SNC) (Pérez Rodríguez, 2016). En los gliomas, los astrocitos se activan, lo 

que da como resultado una capa de astrocitos reactivos que rodea el tumor. Este 

proceso que involucra la secreción de factores de crecimiento y citoquinas ayuda a 

reparar lesiones en el cerebro, pero también juega un papel en la progresión de la 

enfermedad (Francis Curtin et al., 2018).  
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Aunque estudios previos (Lacopino, F. et al., 2014) han demostrado que la 

expresión de GFAP no varía durante la progresión del GBM ni en los cultivos 

derivados de él ni durante los pases celulares o desarrollo de neurosferas (Pérez 

Rodríguez, 2016), en este trabajo el primer caso (GBM) si mantiene una intensidad 

de expresión fuerte y constante, pero se observó una variación en el nivel de expresión 

de GFAP en el segundo caso (GBM), con una disminución de la señal en el segundo 

pase y en el caso 3 no se detectó señal en el segundo pase. Esta variación entre casos 

depende de la biología tumoral en concreto de cada uno de ellos, ya que se han 

establecido cultivos primarios únicamente de una sección del tumor que no representa 

el GBM en su totalidad. Sin embargo, en el linfoma también se detectaron células 

GFAP+ y MAP2+, esto puede deberse a que la muestra quirúrgica obtenida 

correspondía al límite tumoral.  

Formando parte del microambiente tumoral se identificaron células endoteliales, 

pericitos y macrófagos por medio del marcaje con la proteína denominada cluster of 

differentiation 31 (CD31) también conocida como platelet endotelial cell adhesion 

molecule (PECAM-1), que está implicada en la migración de leucocitos, activación 

de integrinas y angiogénesis (Pérez Rodríguez, 2016) y se usa como marcador de 

células endoteliales para así evaluar el grado de angiogénesis tumoral. Las células 

endoteliales son importantes inductores de la invasión, especialmente en el nicho 

angiogénico (Vollmann-Zwerenz et al., 2020). Los estudios clínicos han demostrado 

que los gliomas malignos también están ampliamente infiltrados por macrófagos y 

microglía. La mayoría de estos macrófagos surgen de monocitos circulantes, que son 

reclutados al parénquima cerebral en condiciones patológicas. Esto es relevante en el 

GBM ya que va acompañado de una alteración de la barrera hematoencefálica durante 

la progresión de la enfermedad (Francis Curtin et al., 2018). Las células inmunitarias 

que infiltran el tumor juegan un papel importante regulando la progresión tumoral y 

son de gran valor diagnóstico (Pérez Rodríguez, 2016).  

En todos los casos analizados se detectó expresión de CD31, que aumentó en el 

segundo pase excepto en el caso 3, que se mantuvo una expresión baja. Estos 

resultados reflejan que, según las muestras analizadas, en el cultivo primario de GBM 

se pueden estar activando procesos relacionados con la angiogénesis, como se observó 

en el caso 1 y 2, pudiendo indicar que se trata de una muestra del tumor con gran 

vascularización. Por otra parte, en el caso de linfoma también se expresó CD31, 
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aumentando cuando el cultivo permanece en crecimiento durante más tiempo (20 

días), por lo que también se pueden estar activando procesos implicados en la 

angiogénesis en este caso. Además, se observó la presencia de otras células no 

endoteliales marcadas por CD31 y que por su morfología podrían tratarse de pericitos 

o macrófagos. En este caso los macrófagos pueden formar parte del componente 

inflamatorio del GBM. Este hecho, junto con las interacciones pericito-endotelial, 

favorece la angiogénesis patológica reflejando un potencial altamente invasivo 

(Rotoli, Pérez-Rodríguez, et al., 2017). 

Además de células endoteliales, en la angiogénesis están implicadas células 

derivadas de la médula ósea, derivadas de progenitores hematopoyéticos, así como 

varios factores proangiogénicos que son inducidos por la hipoxia (Pérez Rodríguez, 

2016). La fosfoglucoproteína transmembrana cluster of differentiation 34 (CD34) es 

un marcador de endotelio vascular (Rotoli, Morales, et al., 2017) y autores como Kong 

et al. han demostrado que su expresión desempeña un papel crucial en la regulación 

de la angiogénesis del glioma al promover una nueva red de vasos sanguíneos y 

estimular un mayor crecimiento del glioma. Esto ocurre por el aumento del suministro 

de oxígeno y otros metabolitos necesarios, lo que conduce a la invasión del cerebro y 

empeora el pronóstico (Kong et al., 2016). A diferencia de CD31, sólo se detectó 

expresión de CD34 en un caso de GBM (caso 1) y en el linfoma se expresó de la 

misma forma que en el caso 1. Por lo tanto, en los otros dos casos de GBM (caso 2 y 

3) en los que no se detectaron células CD34+, no hay telocitos o macrófagos formando 

parte del microambiente tumoral. 

También se detectó la presencia de neuronas por medio del marcaje con 

microtubule-associated protein 2 (MAP2), una proteína que participa en el desarrollo 

de los procesos neuronales y la plasticidad sináptica (Dehmelt & Halpain, 2004). En 

el GBM las neuronas son la población más escasa de células y además presentan un 

amplio grado de diferenciación (Rotoli, Pérez-Rodríguez, et al., 2017). Se ha 

informado de que los precursores neuronales endógenos tienen una respuesta 

antitumoral al dirigirse específicamente a las GSC, lo que sugiere que el 

microambiente del SNC controla la proliferación de las células gliales y las células 

cancerosas (Rotoli et al., 2019).  Esta proteína se expresó en un caso de GBM (caso 

1) con una intensidad fuerte que disminuyó en el segundo pase. En los otros dos casos 

de GBM (caso 2 y 3) no se detectó expresión. Estas neuronas presentes en el caso de 
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GBM (caso 1) probablemente procedan del entorno del tumor, ya que al realizar la 

cirugía se pudieron haber extraído células colindantes y la muestra analizada procedía 

de estos límites del tumor, mientras que en los otros casos de GBM (2 y 3) en los que 

no se detectó expresión de MAP2, las muestras analizadas probablemente procedían 

del interior tumoral.  

En el GBM se distinguen células con un alto índice de proliferación (Pérez 

Rodríguez, 2016), que en este estudio se identificó por Ki67. La proteína Ki67 se 

detecta en los núcleos de las células en fase G1, S, G2 y mitosis, pero no en los núcleos 

de las células quiescentes en fase G0. Por lo tanto, el nivel de expresión de Ki67 indica 

el estado de proliferación celular. De hecho, Ki67 se ha propuesto como marcador 

pronóstico del cáncer (Yang et al., 2018). El nivel de proliferación varió según los 

casos y pases. En el caso 1 (GBM) la actividad proliferativa se mantiene en el mismo 

nivel de intensidad y a diferencia de los demás casos de GBM, en el primer pase la 

proliferación observada fue moderada. Esto también puede ser indicativo de que se 

trata de un cultivo celular con actividad proliferativa más avanzada y que puede 

desencadenar en procesos que le confieren una mayor agresividad tumoral respecto a 

los otros dos casos de GBM, al igual que ocurría con la expresión de los marcadores 

comentados con anterioridad, ya que Ki67 es un marcador que se expresa de manera 

abundante en células malignas (Wang et al., 2018). 

La inmunofilina FKBP51 ejerce funciones en la regulación de múltiples vías de 

señalización como en las respuestas a la terapia antineoplásica y en la tumorigénesis 

a través de sus efectos sobre la maduración del receptor de esteroides y a través de su 

regulación de varias vías de señalización, como NF-kB, PKA, TGFβ, y Akt (Rotoli et 

al., 2019). Se ha evidenciado que su sobreexpresión parece estar relacionada con una 

mayor agresividad de los gliomas (Pérez Rodríguez, 2016). En este estudio, los 

niveles de expresión de FKBP51 fueron altos y establecen los dos pases de los casos 

con GBM, en todas las poblaciones celulares identificadas. La expresión de FKBP51 

en células endoteliales y perivasculares puede indicar que desempeña un papel 

fundamental en la angiogénesis y la migración celular. Esta proteína también puede 

estar involucrada en la alta proliferación e invasión de este tumor ya que interviene 

en las conexiones entre las diferentes poblaciones celulares que forman el 

microambiente tumoral. Debido a la fuerte y constante expresión de FKBP51 

observada en todos los casos de GBM analizados en este trabajo y a que FKBP51 está 
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implicada en la génesis tumoral y en la quimio-resistencia (Pérez Rodríguez, 2016), 

esta proteína podría utilizarse en la terapia del GBM ya que es una característica 

común en los tres casos con GBM y se ha evidenciado que se expresa en las diferentes 

poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral y que contribuyen a la 

agresividad y resistencia a los tratamientos actuales  

Este trabajo confirma la gran heterogeneidad interpaciente e intratumoral de los 

GBMs, así como el papel fundamental del microambiente tumoral, también muy 

variable.  Los casos 2 y 3 de GBM presentaron características similares en cuanto a 

la expresión de las proteínas y el primer caso de GBM mostró grandes diferencias con 

los otros dos casos, expresando todas las proteínas estudiadas y pudiendo indicar la 

activación de procesos implicados en la agresividad e invasión del tumor, lo que se 

pudo observar por la intensidad de expresión de los cuatro marcadores analizados 

(GFAP, CD31, CD34y MAP2), por presentar una  mayor tasa de proliferación en 

comparación con los otros dos casos y por el gran tamaño e irregularidad celular 

observados en la muestra.  

Las terapias estándar actuales son incapaces de dirigirse a las células tumorales 

infiltradas, y hasta el momento no se dispone de tratamientos eficaces, por lo que 

existe una necesidad clínica urgente de investigar con más detalle los mecanismos que 

conducen a esta invasión (Vollmann-Zwerenz et al., 2020). Con este trabajo se 

observó que FKBP51 es una proteína en común en todos los casos de GBM analizados 

y además se observó que también interviene en la biología del linfoma. Por lo tanto, 

FKBP51 puede ser una proteína de interés terapéutico para seguir investigando.  

Es importante tener en cuenta que los marcadores celulares estudiados ayudan a 

identificar características de la muestra, pero no del tumor al completo. Por ello, estos 

resultados ayudan a caracterizar en parte los cultivos primarios de GBM, pero no 

describen en su totalidad el tumor. Es necesario analizar un número mayor de casos y 

diferentes secciones del mismo tumor para observar si la expresión de estas proteínas 

sufre variaciones o siguen un patrón similar de expresión para así poder caracterizar 

en mayor profundidad tumores tan heterogéneos como es el caso del GBM.  
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8. CONCLUSIONES 

 

1. En los cultivos primarios de GBM se detectó fluorescencia específica para GFAP 

(marcador específico de astrocitos) en los 3 casos con cambios variables según el 

caso estudiado. 

2. En los cultivos primarios de GBM la expresión de CD31 (marcador de células 

endoteliales) aumenta en el segundo pase. 

3. La expresión de CD34 y MAP2 sólo se detectó en el cultivo celular procedente 

del caso 1 y disminuyó en el segundo pase.  

4. El nivel de proliferación valorado mediante detección de Ki67 reflejó una mayor 

actividad proliferativa en el segundo pase, aunque con gradientes variables 

5. FKBP51 se expresa en todos los tipos celulares de localización citoplasmática, 

nuclear, con una mayor intensidad alrededor del núcleo en torno a la membrana 

nuclear y, en todas las localizaciones, también como agregaciones en forma de 

cuerpos de inclusión.  
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