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1. RESUMEN

El glioblastoma (GBM) es el tumor maligno cerebral més frecuente y agresivo en
los adultos y el tratamiento estandar consiste en la reseccion quirdrgica seguida de
radioterapia y quimioterapia. EI GBM se caracteriza por la heterogeneidad celular,
rapida proliferacion, angiogénesis e invasion extensiva, caracteristicas que le
confieren una alta agresividad y resistencia a los tratamientos actuales. Las
poblaciones celulares que forman parte del microambiente tumoral pueden tener
diferentes caracteristicas de malignidad. Este estudio pretende caracterizar algunas
células en cultivos primarios de GBM mediante andlisis inmunocitoquimico y la
localizacion celular y subcelular de la inmunofilina FKBP51. En cultivos primarios
de GBM se observo una variacion de la expresion de los marcadores celulares GFAP,
CD31, CD34 y MAP2 entre casos Yy pases. La actividad proliferativa marcada por
Ki67 fue mayor en el segundo pase y FKBP51 se expresé en todos los tipos celulares
con localizacién citoplasmatica, nuclear, en torno a la membrana nuclear y como

agregaciones en forma de cuerpos de inclusion.

Palabras clave: Glioblastoma, cultivo primario, heterogeneidad celular,

inmunocitoquimica, 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



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.



3. INTRODUCCION

El glioblastoma (GBM) o astrocitoma grado IV es el tumor maligno cerebral méas
frecuente y agresivo en los adultos, con una supervivencia media de 15 meses desde
su diagnostico (Kan et al., 2020). Es un tumor incurable y el tratamiento estandar
actual consiste en la reseccion quirurgica seguida de radioterapia y quimioterapia (da
Hora et al., 2019). EI GBM se caracteriza por la heterogeneidad celular, répida
proliferacion, angiogénesis e invasion extensiva (Bronisz et al., 2014) y por ello, las
células de glioblastoma invasivas escapan a la cirugia y a las terapias focales y, por
lo tanto, representan un obstaculo 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 criticos de la progresion y recurrencia del tumor.
Ademas, la infiltracién de células inmunitarias en las regiones tumorales contribuye
al establecimiento de un microambiente tumoral inmunosupresor para promover el
desarrollo tumoral, la metastasis y la resistencia a las terapias contra el cancer (Francis
Curtin et al., 2018).

En el GBM, la poblacién de células cancerosas estad formada principalmente por
células de astrocitoma y células madre de glioma, mientras que el microambiente
tumoral esta formado por astrocitos, células microgliales, pericitos, telocitos, células
endoteliales y neuronas, y la comunicacion entre estos tipos de células es fundamental
en la biologia tumoral (Rotoli et al., 2019). Existen diferentes marcadores para
identificar estos tipos celulares presentes en el GBM, como la proteina 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, macréfagos derivados de monocitos y pericitos. Su
localizacion en la membrana plasmaética de la célula varia en funcion de los
reordenamientos del citoesqueleto de actina y estd impulsada por la formacion de

microdominios de membrana tras la estimulacion celular (Caligiuri, 2020).



Las células endoteliales también expresan la proteina cluster of differentiation 34
(CD34), una fosfoglucoproteina transmembrana que también se expresa en
macrdfagos y telocitos. Las propiedades de las células endoteliales CD34 a menudo
estan relacionadas con las células hematopoyéticas, ya que ambos tipos de células
pueden aislarse de la sangre periférica utilizando CD34 como antigeno (Sidney et al.,
2014). Los astrocitos y las células del astrocitoma forman la mayor parte de la
poblacion celular del GBM, y se pueden identificar por medio de la expresion de la
glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Pérez Rodriguez, 2016). Multiples estudios
han caracterizado la expresion 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 expresion alta de GFAP marca tumores menos malignos mas diferenciados.
Sin embargo, mas recientemente se observo la expresion de GFAP en la glia 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).
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Figura 1. Histologia caracteristica del glioblastoma multiforme (Pérez Rodriguez, 206).

En el microambiente tumoral también se han identificado neuronas, que expresan
la proteina conocida como neuronal nuclei (NeuN) y la microtubule-associated
protein 2 (MAP2). NeuN se detecta exclusivamente en las neuronas posmitoticas y se
distribuye en los nucleos de estas neuronas en casi todas las partes del sistema
nervioso de los vertebrados. El nivel de expresion de NeuN se ha utilizado para
evaluar directamente la muerte o pérdida neuronal, y la reaparicion 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 proteina que
participa en el desarrollo de los procesos neuronales y la plasticidad sindptica y se
localiza principalmente en los cuerpos celulares y las dendritas de las neuronas
(Dehmelt & Halpain, 2004). La expresion ectopica de MAP2 en células no
neuronales, especialmente en células cancerosas que se dividen rapidamente, puede
provocar la interrupcion de la inestabilidad dindmica de los microttbulos, defectos

del huso mitético, detencidn del ciclo celular y apoptosis (Maddodi et al., 2010).

La actividad proliferativa de las células tumorales representa un importante
marcador pronostico en el diagnéstico del cancer y uno de los métodos para evaluarla
es la deteccion de antigenos especificos del ciclo celular. Por ejemplo, Ki67,
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) y las proteinas minichromosome
maintenance (MCM) son marcadores estandar de proliferacion que se usan
comUnmente para evaluar la fraccion de crecimiento de una poblacion celular
(Jurikova et al., 2016). Ki67 es un indicador de proliferacion frecuentemente usado
en diferentes tipos de cancer, sobre todo en el cancer de mama y al expresarse de
manera abundante en células malignas se ha convertido en un objetivo prometedor
para la terapia contra el cancer. 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 proteinas PCNA y MCM se han identificado como participantes importantes
de la replicacién del DNA. PCNA es una proteina esencial que participa en una
variedad de procesos del metabolismo del DNA, incluida la replicacion y reparacion
del DNA, la organizacion y transcripcion de la cromatina y la cohesion de las
cromatidas hermanas. Ademas, PCNA esta implicado en la supervivencia celular y
posiblemente en las vias del metabolismo energético, como la glucolisis. Las
proteinas responsables del mantenimiento de los minicromos se denominaron
proteinas MCM. Estas proteinas se consideran el factor clave para el inicio de la
replicacion, son necesarios para la elongacion de la replicacion y estan implicadas en
la cohesion, condensacion, transcripcion y recombinacion de moléculas de DNA
(Jurikova et al., 2016).

FKBP51 (FK506 binding protein 51), codificada por el gen FKBP5, es una
inmunofilina multifuncional que pertenece a la superfamilia de proteinas (Rotoli et
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al., 2019) cuyos miembros son dianas para farmacos inmunosupresores, como la
rapamicina, ciclosporina y también la propia FK506 (tacrolimus o fujimicina). Las
inmunofilinas son una familia de proteinas que presentan un dominio FKBP con
actividad peptidilprolil isomerasa (PPlasa) (Pérez Rodriguez, 2016). FKBP51 puede
actuar como cochaperona en la maquinaria de la proteina de choque térmico 90
(Hsp90, heat shock protein 90), uniéndose al receptor de glucocorticoides y regulando
su funcién (Hahle et al., 2019). Entre estas inmunofilinas que se unen a Hsp90, hay
dos altamente homologas, FKBP51 y FKBP52 (proteinas de union a FK506 de 51
kDa y 52 kDa, respectivamente) (Zgajnar et al., 2019), que a menudo acttan en
conjunto de manera antagonica (Hahle et al., 2019) y aunque comparten
caracteristicas (Pérez Rodriguez, 2016) como la accién del receptor de esteroides, la
actividad transcripcional, la conformacion de proteinas, el trafico de proteinas, la
diferenciacion celular, la apoptosis, la progresion del céancer, la actividad de la
telomerasa y la arquitectura del citoesqueleto (Zgajnar et al., 2019), también tiene
caracteristicas Unicas como su papel en la regulacién de multiples vias de
sefializacion, en la génesis tumoral y la quimio-resistencia (Pérez Rodriguez, 2016).
FKBP51 ejerce funciones en las respuestas a la terapia antineoplasica y en la
tumorigénesis a través de sus efectos sobre la maduracion del receptor de esteroides
y através de su regulacion de varias vias de sefializaciéon, como NF-kB (nuclear factor
kappa B), PKA (protein kinase A), TGFp (transforming growth factor ) y Akt (Rotoli
etal., 2019).

En condiciones basales, FKBP51 muestra una expresion pronunciada en
adipocitos y células T (Hahle et al., 2019). En humanos, se expresa en multiples
tejidos, incluyendo rifion, muasculo esquelético, higado, placenta, el corazon y sangre
periférica y su nivel de expresion es mucho menor en pancreas, bazo, y estbmago y
mas bajo en cerebro, colon o pulmoén (Pérez Rodriguez, 2016). En el cerebro de los
roedores, la expresion basal de FKBP51 es mayor en el hipocampo, pero se ha
observado una fuerte induccion de FKBP51 en la amigdala y en el nucleo
paraventricular del hipotalamo como respuesta al estrés o de glucocorticoides (Hahle
et al., 2019). Ademas de un papel en la génesis tumoral, numerosos estudios han
indicado también que puede tener un papel en las enfermedades psiquiatricas tales
como depresion y en neurologia, unida a Hsp90 esta asociada en la fisiopatologia de



tau asociada a microtibulos que se acumula en un grupo de trastornos

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

Se han evidenciado niveles de expresion alterados de FKBP51 en varios tipos de
cancer, incluido el GBM. Practicamente 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 actia como cochaperona de la
proteina PD-L1 (programmed cell death ligand-1) (D’arrigo et al., 2017), una
proteina que anula la actividad de los linfocitos T citotoxicos, facilitando la evasion
del sistema inmune, la supervivencia celular y la resistencia al tratamiento (D’ Arrigo
etal., 2019).

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos han demostrado la gran heterogeneidad celular que presenta el
GBM vy que estas poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral con
diferentes perfiles de expresion probablemente tienen caracteristicas de malignidad
distintas. La identificacion de caracteristicas moleculares adicionales de estas
subpoblaciones celulares ayudaria al diagnéstico y podria servir como regulador de
la progresion y resistencia a los tratamientos existentes actualmente, también seria (til

en el establecimiento del prondstico.

FKBP51 es una proteina que participa en las vias de proliferacion y crecimiento
tumoral, y, por tanto, juega un papel importante en la biologia del GBM y podria

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 cirugia en el Hospital Universitario de Canarias (HUC).

2. Caracterizar celularmente los cultivos primarios de GBM mediante la
identificacion inmunocitoquimica de cuatro marcadores celulares: GFAP, CD31,
CD34 y MAP2, estudiando la intensidad de expresion y la localizacion celular y

subcelular de estas proteinas.



3. Evaluar la capacidad proliferativa de los cultivos primarios de GBM estudiando
la expresion de Ki67 mediante identificacion inmunocitoquimica y seguir la
evolucion de la actividad proliferativa.

4. Estudiar la localizacion celular y subcelular de la proteina FKBP51 en células de
GBM humano en cultivo primario con el fin de establecer una asociacion entre

estos patrones y la biologia del cultivo.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Pacientes.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de La Laguna
(ULL) y por el Comité de Etica del Hospital Universitario de Canarias (HUC). Todos
los pacientes o sus responsables firmaron un consentimiento informado para el
diagnostico y la investigacion en muestra de tejido antes de la inscripcion en el

estudio.

Se incluyeron 3 pacientes diagnosticados con GBM (2 hombres y una mujer) y 1
paciente masculino con diagnostico de linfoma, todos mayores de 60 afios. EI primer
paciente estaba diagnosticado con GBM, con hemiparesia en clinica inicial y una
lesion en la zona parietal. El segundo paciente analizado fue una mujer con deterioro
cognitivo y una lesion en la zona frontal. El tercer paciente también estaba
diagnosticado con GBM, presentaba inestabilidad y una lesidn en la zona frontal y el

altimo paciente analizado estaba diagnosticado de linfoma.

5.2. Obtencion de muestras y procesamiento.

Se recolectaron muestras de GBM de pacientes que se sometieron a la cirugia
inicial en el HUC y antes de que recibieran radioterapia y/o quimioterapia. Tras la
cirugia se recogio la muestra en suero fisioldgico y se llevé al Laboratorio de Biologia

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

En el laboratorio se llevd a cabo la disgregacion mecénica de la muestra en
condiciones de asepsia. La muestra se pasé a una placa de 60mm y se disgregd con
tijeras en fragmentos de tamario igual o0 menor a 1mm. Una vez disgregado todo el
tejido, se afadid Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM/F12, 112220-032,



Gibco TM Cell Culture-Thermo Fisher Scientific, Massachusett, USA) con 10% de
suero fetal bovino (FBS) y una mezcla de tres antibioticos: penicilina (59 mg/L;
Sigma-Aldrich, USA), streptomcina (100 mg/L; Sigma-Aldrich, USA) y anfotericina
(25 mg/L; Sigma-Aldrich, USA) y se centrifugd durante 10 minutos a 1500rpm. La
muestra se resuspendio con DMEM/F12 y se sembrd un flask de 75cm? y se incubd
en una incubadora con ambiente humidificado a 37 °C con una atmoésfera de 5% de

CO2 para su crecimiento.

5.3. Cultivos primarios.

El crecimiento celular se observd en dos intervalos de tiempo diferentes, t=7 y
t=20 dias desde el dia que se puso en cultivo (t=0). Los cultivos se mantuvieron en
incubacion durante 7 dias con las mismas condiciones descritas anteriormente. En el
séptimo dia se levantaron las células de la superficie del flask mediante tratamiento
enzimatico con Tripsina/EDTA 1x (MS00S6200A, Biowest, Nuaillé, Francia) e
incubacion durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadié un volumen de
DMEM/F12 para detener la actividad enzimatica y se centrifugd 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 automatico (T20 automated cell counter, Bio
Rad) usando una mezcla de 10ul de suspension celular y 10ul de Trypan Blue
(1450021, Bio-Rad) en una dual chamber slide (1450011, Bio-Rad). Se sembraron
5x10* células en una placa de 4 pocillos (1,9cm?) con un cubreobjetos recubierto con
poli-L-lisina y se incubaron durante 24h para permitir su adhesion a la superficie. El
contenido restante se puso en una placa de 60mm con DMEM/F12 y se dejo en el
incubador para que las células siguieran creciendo. Después de 20 dias desde t=0, se
realiz6 el mismo procedimiento con esta placa en cultivo, lo que corresponderia con

el segundo pase.

5.4. Cultivo en fresco para optica de Nomarski.

Para observar las células en fresco y ver la morfologia celular se utilizo la muestra
del paciente 1. Se descongelo la muestra y se afiadio DMEM. Posteriormente se
afiadio el contenido anterior en una placa de cultivo de 4 pocillos con una de superficie

de cultivo de 1.9 cm?/pocillo y con cristales estériles sin recubrir. Se observo el



crecimiento durante 4 dias consecutivos (t=1,2,3 y 4) desde t=0 dias para ver como

evolucionaba el cultivo en nimero celular y ambiente.

5.5. Inmunocitoquimica.

Después de 24 horas, las células se fijaron con metanol 100% y se llevé a cabo el
estudio inmunocitoquimico. Para fijarlas, en primer lugar, se realizaron dos lavados
con PBS estéril y se afiadié metanol 100% frio a cada pocillo. Se llevaron las placas
a -20°C durante 6 minutos y pasado ese tiempo, se realizaron otros dos lavados con
PBS.

Para la inmunocitoquimica, en primer lugar, se realiz6 el paso de permeabilizacion
y blogueo durante 30 minutos con Solucién de Blogueo Universal, SBU (1% de
albimina de suero bovino (BSA); 0,1% gelatina; 0,5% Triton X-100; 0,05% azida;
PBS 1x; pH: 7,2-7,4). Luego se incubd 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 solucién salina tamponada con Tris, TBS 1x-Tween (pH: 8,4; 0,5% Tween-
20; TBS 10x: 0,5M Tris; 9% NaCl). Posteriormente se incubd la muestra con el
anticuerpo secundario (Tabla 1) diluido en TBS 1x-Tween durante una hora en

oscuridad a temperatura ambiente.

5.6. Microscopia

El cultivo en fresco se observo con el microscopio éptico Olympus BX50 con
Optica de Nomarski. Los casos 1 y 4 fueron analizados utilizando el microscopio
optico 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 Dilucion 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 P PC RB 1:100 ab46002, Abcam
FKBP51
Anti-Ki67 Ki67 P MC MS Listo PA0230, BOND
para usar
FITC-conj. Ratdn S PC GT 1:125 F0257, Sigma
Anti-mouse IgG
DyLight®65  Raton S PC GT 1:100 ab97018, Abcam
Oconj. Anti- 1gG
mouse
FITC-conj.  Conejo S PC GT 1:200 F9887, Sigma

Anti-rabbit IgG

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el estudio. Tipo: P (primario), S (secundario).
Clase: PC (policlonal), MC (monoclonal). Huésped: MS (ratén), RB (conejo), GT
(cabra).

6. RESULTADOS

Para observar la evolucién del cultivo de células de GBM se obtuvieron
iméagenes del cultivo en fresco del primer paciente durante cuatro dias consecutivos.
La figura 2 muestra imagenes obtenidas con dptica de Nomarski del cultivo en fresco.

Se observaron células individuales (Fig. 2A-D) con diferentes morfologias.

11



En el panel Ay D de la figura 2 se observan células con una morfologia fusiforme
y con un volumen nuclear grande en relacion con el escaso citoplasma. También hay
células individuales con morfologia irregular (Fig. 2B), o con forma triangular y con
ramificaciones (Fig. 2C), ademas las células presentes en estos paneles también
muestran un nucleo grande con respecto al citoplasma. Se observaron algunas
agrupaciones celulares en los diferentes dias (Fig. 2E-H) y en estas agrupaciones se
reflejaron otras morfologias celulares presentes en el GBM como las células con
forma de “huevo frito” (Fig. 2E y H) o las morfologias fusiformes anteriores (Fig. 2F
y H) ademas de otras células con forma irregular (Fig. 2E y H).

Dia 3 Dia 4

Dia 1 Dia 2

Figura 2. Iméagenes del cultivo en fresco del caso 1 obtenidas con dptica de Nomarski
durante cuatro dias consecutivos de observacion. A-D) Células individuales. E-H)
Agrupaciones celulares. Imagenes tomadas a 40x. Barra = 20pum.

Se establecieron cultivos primarios de GBM y de linfoma para observar su
crecimiento y evolucion en dos periodos de tiempo, 7 dias (primer pase) y 20 dias
(segundo pase) y para evaluar la intensidad (véase la tabla 2) y localizacion de la
expresion de los marcadores celulares GFAP, CD31, CD34, y MAP2, del indicador
de proliferacion Ki67 y de la proteina FKBP51. Cada figura que aparece a
continuacion (Fig. 3-6) corresponde con un caso y tanto para el estudio de la expresién
y localizacién de FKBP51 como para el resto de las proteinas, el nimero de células

se establecio en todos los casos mediante marcaje con DAPI.
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El primer caso analizado mostro diferencias con respecto a los otros dos casos de
GBM. En los dos pases se observaron células GFAP+. En el primero presentaron una
tincion celular homogénea citoplasmatica y nuclear, con una morfologia muy
irregular y ramificada (Fig. 3A) y con nucleos de gran tamafio (Fig. 3E). En el segundo
pase la intensidad de la tincion fue mucho mas fuerte y las células tenian un tamafio
mayor. La expresion fue principalmente citoplasmatica y se observaron nucleos

grandes e irregulares con respecto al citoplasma.

CD31 mantuvo una intensidad de expresion baja al igual que en los demas casos
(tabla 2), pero en este se observo tincién especifica con inclusiones citoplasmaticas
(Fig. 3B). En el segundo pase CD31 aumentd su expresion ligeramente (tabla 2),
principalmente en el citoplasma y el ndcleo, con células de un tamafio mayor y con
morfologias mas irregulares. En los dos pases los nicleos observados tenian un gran

tamano respecto al citoplasma celular.

Se detectd expresion de CD34, citoplasmatica, nuclear y formando inclusiones
mas intensas (Fig. 3C). Las células marcadas tienen morfologia tipo “huevo frito”,
alargadas y ramificadas, todas con nucleos de gran tamafio (Fig. 3G). En el segundo
pase disminuyo la expresion de esta proteina, como se puede observar en la tabla 2, y
se concentra principalmente en el ndcleo, marcando células con morfologia similar a

las del primer pase.

En el caso 1 se detectd expresion de MAP2, que disminuye en el segundo pase
(tabla 2), en citoplasma, nacleo y con una intensidad mayor formando inclusiones
citoplasmaticas. Las células presentaron una morfologia principalmente fusiforme y
con numerosas ramificaciones (Fig. 3D). Los nucleos se observaron con un gran
tamafo con respecto al escaso citoplasma (Fig. 3H). En el segundo pase las células
presentaron un mayor tamafio, con una distribucion de la expresion citoplasmatica y

nuclear, con la misma morfologia anterior.

El nivel de proliferacién se mantuvo moderado (tabla 2), con marcaje nuclear y
con inclusiones citoplasmatica en el primer pase (Fig. 31) y nuclear en el segundo pase
(Fig. 3J). La fluorescencia especifica para FKBP51 mostro una fuerte intensidad que
se mantuvo en el segundo pase (véase tabla 2), con expresion citoplasmatica y nuclear

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

nucleos prominentes (Fig.30).

Merge

¢

Kig7 FKBP51

Merge

Figura 3. Imagenes de microscopia de fluorescencia de cultivo primario de GBM del
caso 1 con marcaje inmunofluorescente. A-D) Expresion de GFAP, CD31, CD34 y MAP2
respectivamente, todas en verde. E-H) Merge con DAPI. 1 'y J) Expresion de Ki67 en el primer y
segundo pase, respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI. Ky L) Expresiéon de FKBP51
en el primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imégenes
tomadas a 40x. Barra = 20um.
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En el caso 2 se observo una intensa expresion citoplasmatica de GFAP en células
grandes y con morfologia estrellada e irregular (Fig. 4A). En el segundo pase la
intensidad de la expresion de GFAP disminuy0 (tabla 2).

CD31 mostrd6 un marcaje débil (Fig. 4B), localizado principalmente en el
citoplasma. Las células CD31+ presentaron una morfologia estrellada y con células
en mitosis (Fig. 4F). En el segundo pase aumentd la expresion de CD31 (tabla 2) y el
marcaje se concentré principalmente en el citoplasma. Las células marcadas
presentaron principalmente una morfologia de “huevo frito”, de mayor tamafio, con
un ndcleo grande con respecto al citoplasma y también algunas en mitosis. No se
detect6 expresion de CD34 (Fig. 4Cy G) y MAP2 (Fig. 4D y H) en los dos pases de
este caso. Latincion especifica para Ki67 mostré un aumento considerable de un pase
a otro (tabla 2). En el primer pase la proliferacion detectada fue menor (Fig. 41),
mientras que en el segundo pase presentaron una mayor intensidad para Ki67 (Fig.
4)).

Mayoritariamente, las células presentaron una morfologia en “huevo frito” con
inmunofluorescencia especifica para FKBP51 en el citoplasma, aunque algunas
también tenian expresién mas baja en el nicleo (Fig. 4Ky O). En el segundo pase no

se detectd expresion en el nucleo (Fig. 4L).

En el caso 3 las proteinas estudiadas siguieron el mismo patron de expresion que
el caso anterior en el primer pase. En el primer pase se detectaron células GFAP+ con
una expresion citoplasmatica generalmente homogénea. Se observaron con una
morfologia diversa, estrellada con ramificaciones, triangular y alargada (Fig. 5Ay E).
En el segundo pase no se detectdé GFAP.

CD31 mostré una baja expresion en membrana plasmaética y citoplasma, con
células de una morfologia alargada y con nicleos grandes con respecto al citoplasma
en el primer pase (Fig. 5B y F). En el segundo pase la expresion se mantuvo a la
misma intensidad (tabla 2), pero con una concentracion mayor en el citoplasma. Como
en el caso anterior, no se detect6 expresion de CD34 (Fig. 5C) ni de MAP2 (Fig. 5D)

en ninguno de los dos pases.
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En este caso se observo un bajo grado de proliferacion en el primer pase (Fig. 51)
y en el segundo no se detect6 Ki67. En el primer pase FKBP51 mostr6 una tincion
especifica fuerte y citoplasmatica, con una distribucion de la intensidad heterogénea
en toda la célula (Fig. 5K). En el segundo pase se mantuvo la expresion de FKBP51

(tabla 2), principalmente con una expresion nuclear, alrededor del nucleo y en algunas

celulas formando inclusiones citoplasmaéticas (Fig. 5L).

Merge

Pase 1 Pase 2 Pase 1 Pase 2

FKBP51 s X FKBP51

Merge

Figura 4. Iméagenes confocales de cultivo primario de GBM del caso 2 con marcaje
inmunofluorescente. A-D) Expresion de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 respectivamente, todas
en rojo. E-H) Merge con DAPI. | y J) Expresion de Ki67 en rojo en el primer y segundo pase,
respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI. Ky L) Expresién de FKBP51 en verde en el
primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imégenes tomadas
a 40x. Barra = 20pm
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Figura 5. Imagenes confocales de cultivo primario de GBM del caso 3 con marcaje
inmunofluorescente. A-D) Expresion de GFAP, CD31, CD34 y MAP2 respectivamente, todas
en rojo. E-H) Merge con DAPI. | y J) Expresion de Ki67 en rojoen el primer pase y en el segundo
pase, respectivamente. M y N) Merge de Ki67con DAPI.K y L) Expresion de FKBP51 en verde
en el primer y segundo pase, respectivamente. O y P) Merge de FKBP51 con DAPI. Imagenes
tomadas a 40x. Barra = 20um.
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En el ultimo caso analizado, un linfoma que antes de la cirugia aparentd ser un
glioblastoma, se observé inmunofluorescencia especifica para GFAP en el primer
pase, pero en el segundo pase no se detectd expresion (tabla 2). En el primer pase
mostré una expresion celular generalizada en células con morfologia irregular en
“huevo frito” (Fig. 6A Yy E).

Se observo una baja expresion de CD31 en el primer pase (tabla 2), citoplasmatica
y nuclear. Las células marcadas mostraron una morfologia tipo “huevo frito” y gran
tamafo (Fig. 6B). En el segundo pase aumentd la expresion de esta proteina,
principalmente en el nucleo y en la envoltura nuclear, las células eran de mayor
tamario y adquieren una morfologia méas irregular. Se detectd una expresion moderada
de CD34 en el primer pase, que disminuy6 en el segundo. En este primer pase se
observo intensidad de la tincion en el citoplasma y mas concentrada en el nicleo (Fig.
6C). Las células marcadas presentaron una morfologia en “huevo frito” y estrellada y
los nucleos eran prominentes con respecto al citoplasma (Fig. 6G). En el segundo pase
la expresion se concentrd hacia la zona nuclear en células con morfologia de “huevo

frito” y con una intensidad mayor en inclusiones citoplasmaticas.

MAP2 también se expreso en este caso, disminuyendo su expresion en el segundo
pase. Se detectd expresion de MAP2 principalmente por medio de numerosas
inclusiones citoplasmaéticas y nucleares (Fig. 6D) en ceélulas con morfologia
redondeada y fusiformes (Fig. 6H). En el segundo pase también se observo una

expresion principal en inclusiones.

En este Ultimo caso no se pudo realizar la valoracion del nivel de proliferacion en
el primer pase por contaminacion del pocillo, pero en el segundo pase mostré una alta
proliferacion (Fig. 61 y L). También se observé inmunofluorescencia especifica para
FKBP51, pero de intensidad moderada. Su marcaje fue homogéneo, tanto en el
citoplasma como en el nucleo (Fig. 6J). En el segundo pase se mantuvo la expresion,
pero en este caso las células marcadas presentaron otra morfologia, en este caso de
“huevo frito” y la expresion se concentrd principalmente en la zona nuclear en la

mayoria de las células y con mayor intensidad formando inclusiones (Fig. 6K).
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Figura 6. Iméagenes con microscopia de fluorescencia de cultivo primario de linfoma
del caso 4 con marcaje inmunofluorescente. A-D) Expresion de GFAP, CD31, CD34 y MAP2
respectivamente, todas en verde. E-H) Merge con DAPI. I) Expresion de Ki 67 en verde en el
segundo pase. L) Merge de Ki67 con DAPI. Jy K) Expresién de FKBP51 en verde en el primer
y segundo pase, respectivamente. M y N) Merge de FKBP51con DAPI. Iméagenes tomadas a 40x.
Barra = 20um.

La expresion de GFAP, CD31, CD34, MAP2, Ki67 y FKBP51 se cuantifico de
forma observacional estableciendo cuatro niveles de intensidad. Las intensidades de
las tinciones se calificaron como ausente (-), cuando no se detectd expresion de las

proteinas, débil (+), si la intensidad de la tincion especifica para esa proteina se
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observaba, pero de manera tenue y en pocas células, moderada (++) cuando se detectd
expresién mas o menos homogénea o fuerte (+++) cuando la tincion era muy intensa
con respecto a las demas imagenes y homogénea en la distribucion y nimero celular.
Estos puntos de corte se establecieron tras un estudio inicial de todo el material (Tabla
2).

GFAP mostro una fuerte expresion en todos los casos de GBM en el primer pase
y en el caso de linfoma también se detectd una fuerte expresion en el primer. En el
segundo pase GFAP mostré una mayor variacion, disminuyendo su expresion segun
el caso. En el primer caso (GBM) se mantuvo una fuerte expresion en los dos pases.
En el segundo caso (GBM) disminuy6 a moderada en el segundo pase y en el tercer
caso Yy en el caso con linfoma se observd lo mismo, no se detectd expresion en el
segundo pase. CD31 se expreso en todos los casos y pases, aumentando su expresion
de baja a moderada en el segundo pase en dos casos de GBM (caso 1y 2) y ocurrio
lo mismo en el caso con linfoma (caso 4). Sin embargo, en el caso 3 (GBM) se
mantuvo una expresion baja en los dos pases. Se detectd la misma expresion de CD34
en el caso 1 (GBM) y en el caso 4 (linfoma) en los dos pases, disminuyendo su
expresién 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 detecto sefial de CD34 en ninguno de los pases. Se
detectd sefial de MAP2 en el caso 1 (GBM) y en el caso 4 (linfoma). En estos dos
casos la expresion de MAP2 disminuy6 en el segundo pase, pero se detectaron
intensidades de expresion diferentes. En el caso 1 (GBM) la expresion disminuy6 de
fuerte a moderada, mientras que en el caso 4 (linfoma) la expresion fue menor,
variando de moderada a baja de un pase a otro. Por otra parte, no se detectd sefial de
MAP2 en los casos 2 (GBM) y 3 (GBM) en ninguno de los dos pases. El nivel de
proliferacion, detectado con la expresion de Ki67, también reflejo una variabilidad
entre pases en la sefial de la expresion detectada entre ellos. En el primer caso se
mantuvo un nivel de proliferacion moderado en los dos pases. Sin embargo, en los
otros dos casos de GBM (caso 2 y 3) se detectd un nivel bajo de proliferacion en el
primer pase y variacion de la intensidad de la sefial en el segundo pase. En el segundo
caso (GBM) aumento la intensidad de expresion en el segundo pase y en el tercer caso
(GBM) no se detect6 expresion en el segundo pase. Tanto en el caso 2 (GBM) como
en el caso con linfoma (caso 4) se detect6 una fuerte expresion de Ki67 en el segundo

pase. FKBP51 mostro una expresion 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 detectd que la expresidn de esta proteina se mantiene estable

en ambos pases, pero en comparacion con los casos de GBM la expresion fue menor.

Caso 1l Caso 2 Caso 3 Caso 4

(GBM) (GBM) (GBM) (Linfoma)

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

GFAP +++ +++ +++ ++ +++ - +++ -
CD31 + ++ + ++ + + + ++

CD34 ++ + - - - - ++ +

MAP2 +++ ++ - - - - ++ +
Ki67 ++ ++ + +++ + - +++
FKBP51 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++

Tabla 2. Niveles de expresion de proteinas en cultivos primarios de GBM vy linfoma.
Niveles de expresion deducidos por cuantificacion inmunocitoquimica para los marcadores
celulares GFAP, CD31, CD34 y MAP2, para el indicador de proliferacion Ki67 y para la proteina
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. DISCUSION

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario mas frecuente y agresivo,
con una supervivencia media de 15 meses a pesar de la cirugia 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, ademaés de
una poblacion 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 identificacion inmunocitoquimica de los
marcadores GFAP, CD31, CD34 y MAP2 para describir las poblaciones celulares

presentes en estos tumores.

La comunicacion entre las células del microambiente tumoral es fundamental en
la biologia del GBM y, en consecuencia, la proteina FKBP51, que integra estimulos
externos e internos para regular varias vias de sefializacion (Rotoli et al., 2019)
también desempefia un papel importante en el GBM. Por ello se ha estudiado la
expresion y localizacion de FKBP51 en cultivos primarios de GBM mediante analisis

inmunocitoquimico.

La mayoria de los estudios actuales utilizan lineas 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 mas a la verdadera
enfermedad humanay 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
proteina implicada en la estructura y funcién del citoesqueleto y cuya expresion se
incrementa tras el dafo cerebral o durante la degeneracion del Sistema Nervioso
Central (SNC) (Pérez Rodriguez, 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 secrecion de factores de crecimiento y citoquinas ayuda a
reparar lesiones en el cerebro, pero también juega un papel en la progresion de la

enfermedad (Francis Curtin et al., 2018).
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Aunque estudios previos (Lacopino, F. et al., 2014) han demostrado que la
expresion de GFAP no varia durante la progresion del GBM ni en los cultivos
derivados de él ni durante los pases celulares o desarrollo de neurosferas (Pérez
Rodriguez, 2016), en este trabajo el primer caso (GBM) si mantiene una intensidad
de expresion fuerte y constante, pero se observo una variacion en el nivel de expresion
de GFAP en el segundo caso (GBM), con una disminucion de la sefial en el segundo
pase y en el caso 3 no se detectd sefial en el segundo pase. Esta variacion entre casos
depende de la biologia tumoral en concreto de cada uno de ellos, ya que se han
establecido cultivos primarios Unicamente de una seccion 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 quirdrgica obtenida

correspondia al limite tumoral.

Formando parte del microambiente tumoral se identificaron células endoteliales,
pericitos y macrofagos por medio del marcaje con la proteina denominada cluster of
differentiation 31 (CD31) también conocida como platelet endotelial cell adhesion
molecule (PECAM-1), que esta implicada en la migracién de leucocitos, activacion
de integrinas y angiogénesis (Pérez Rodriguez, 2016) y se usa como marcador de
células endoteliales para asi evaluar el grado de angiogénesis tumoral. Las células
endoteliales son importantes inductores de la invasién, especialmente en el nicho
angiogenico (Vollmann-Zwerenz et al., 2020). Los estudios clinicos han demostrado
que los gliomas malignos también estdn ampliamente infiltrados por macréfagos y
microglia. La mayoria de estos macréfagos surgen de monocitos circulantes, que son
reclutados al parénquima cerebral en condiciones patologicas. Esto es relevante en el
GBM ya que va acompafiado de una alteracion de la barrera hematoencefalica durante
la progresion de la enfermedad (Francis Curtin et al., 2018). Las células inmunitarias
que infiltran el tumor juegan un papel importante regulando la progresion tumoral y

son de gran valor diagndstico (Pérez Rodriguez, 2016).

En todos los casos analizados se detecto expresion de CD31, que aumento en el
segundo pase excepto en el caso 3, que se mantuvo una expresion baja. Estos
resultados reflejan que, segun las muestras analizadas, en el cultivo primario de GBM
se pueden estar activando procesos relacionados con la angiogénesis, como se observo
en el caso 1y 2, pudiendo indicar que se trata de una muestra del tumor con gran

vascularizacion. Por otra parte, en el caso de linfoma también se expres6 CD31,
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aumentando cuando el cultivo permanece en crecimiento durante mas tiempo (20
dias), por lo que también se pueden estar activando procesos implicados en la
angiogénesis en este caso. Ademas, se observd la presencia de otras células no
endoteliales marcadas por CD31 y que por su morfologia podrian tratarse de pericitos
0 macrdfagos. En este caso los macréfagos pueden formar parte del componente
inflamatorio del GBM. Este hecho, junto con las interacciones pericito-endotelial,
favorece la angiogénesis patoldgica reflejando un potencial altamente invasivo
(Rotoli, Pérez-Rodriguez, et al., 2017).

Ademés de células endoteliales, en la angiogénesis estdn implicadas células
derivadas de la médula dsea, derivadas de progenitores hematopoyéticos, asi como
varios factores proangiogénicos que son inducidos por la hipoxia (Pérez Rodriguez,
2016). La fosfoglucoproteina 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 expresion desempefia un papel crucial en la regulacién
de la angiogenesis del glioma al promover una nueva red de vasos sanguineos y
estimular un mayor crecimiento del glioma. Esto ocurre por el aumento del suministro
de oxigeno y otros metabolitos necesarios, 1o que conduce a la invasion del cerebro y
empeora el prondstico (Kong et al., 2016). A diferencia de CD31, s6lo se detectd
expresion de CD34 en un caso de GBM (caso 1) y en el linfoma se expreso 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 0 macré6fagos formando

parte del microambiente tumoral.

También se detectdé la presencia de neuronas por medio del marcaje con
microtubule-associated protein 2 (MAP2), una proteina que participa en el desarrollo
de los procesos neuronales y la plasticidad sinaptica (Dehmelt & Halpain, 2004). En
el GBM las neuronas son la poblacién mas escasa de células y ademas presentan un
amplio grado de diferenciacion (Rotoli, Pérez-Rodriguez, et al., 2017). Se ha
informado de que los precursores neuronales enddgenos tienen una respuesta
antitumoral al dirigirse especificamente a las GSC, lo que sugiere que el
microambiente del SNC controla la proliferacion de las células gliales y las células
cancerosas (Rotoli et al., 2019). Esta proteina se expreso en un caso de GBM (caso
1) con una intensidad fuerte que disminuy0 en el segundo pase. En los otros dos casos

de GBM (caso 2 y 3) no se detecto expresion. Estas neuronas presentes en el caso de

24



GBM (caso 1) probablemente procedan del entorno del tumor, ya que al realizar la
cirugia se pudieron haber extraido células colindantes y la muestra analizada procedia
de estos limites del tumor, mientras que en los otros casos de GBM (2 y 3) en los que
no se detectd expresion de MAP2, las muestras analizadas probablemente procedian

del interior tumoral.

En el GBM se distinguen células con un alto indice de proliferacion (Pérez
Rodriguez, 2016), que en este estudio se identifico por Ki67. La proteina Ki67 se
detecta en los nucleos de las células en fase G1, S, G2 y mitosis, pero no en los nicleos
de las células quiescentes en fase GO. Por lo tanto, el nivel de expresion de Ki67 indica
el estado de proliferacion celular. De hecho, Ki67 se ha propuesto como marcador
prondstico del cancer (Yang et al., 2018). El nivel de proliferacion vario segun los
casos Yy pases. En el caso 1 (GBM) la actividad proliferativa se mantiene en el mismo
nivel de intensidad y a diferencia de los demas casos de GBM, en el primer pase la
proliferacion observada fue moderada. Esto también puede ser indicativo de que se
trata de un cultivo celular con actividad proliferativa mas 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 ocurria con la expresién 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 regulacién de multiples vias de
sefializacion como en las respuestas a la terapia antineoplasica y en la tumorigénesis
a través de sus efectos sobre la maduracion del receptor de esteroides y a través de su
regulacion de varias vias de sefializacion, como NF-kB, PKA, TGFp, y Akt (Rotoli et
al., 2019). Se ha evidenciado que su sobreexpresion parece estar relacionada con una
mayor agresividad de los gliomas (Pérez Rodriguez, 2016). En este estudio, los
niveles de expresion de FKBP51 fueron altos y establecen los dos pases de los casos
con GBM, en todas las poblaciones celulares identificadas. La expresion de FKBP51
en células endoteliales y perivasculares puede indicar que desempefia un papel
fundamental en la angiogénesis y la migracion celular. Esta proteina también puede
estar involucrada en la alta proliferacidn e invasion 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 expresion de FKBP51
observada en todos los casos de GBM analizados en este trabajo y a que FKBP51 esta
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implicada en la génesis tumoral y en la quimio-resistencia (Pérez Rodriguez, 2016),
esta proteina podria utilizarse en la terapia del GBM ya que es una caracteristica
comun 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, asi como el papel fundamental del microambiente tumoral, también muy
variable. Los casos 2 y 3 de GBM presentaron caracteristicas similares en cuanto a
la expresion de las proteinas y el primer caso de GBM mostrd grandes diferencias con
los otros dos casos, expresando todas las proteinas estudiadas y pudiendo indicar la
activacion de procesos implicados en la agresividad e invasion del tumor, lo que se
pudo observar por la intensidad de expresion de los cuatro marcadores analizados
(GFAP, CD31, CD34y MAP2), por presentar una mayor tasa de proliferacion en
comparacion con los otros dos casos y por el gran tamafio e irregularidad celular

observados en la muestra.

Las terapias estandar 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 clinica urgente de investigar con mas detalle los mecanismos que
conducen a esta invasion (Vollmann-Zwerenz et al., 2020). Con este trabajo se
observo que FKBP51 es una proteina en comun en todos los casos de GBM analizados
y ademas se observo que también interviene en la biologia del linfoma. Por lo tanto,

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

Es importante tener en cuenta que los marcadores celulares estudiados ayudan a
identificar caracteristicas 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 niUmero mayor de casos y
diferentes secciones del mismo tumor para observar si la expresion de estas proteinas
sufre variaciones o siguen un patrén similar de expresién para asi poder caracterizar

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

1. Enlos cultivos primarios de GBM se detectd fluorescencia especifica para GFAP
(marcador especifico de astrocitos) en los 3 casos con cambios variables segun el
caso estudiado.

2. En los cultivos primarios de GBM la expresion de CD31 (marcador de células
endoteliales) aumenta en el segundo pase.

3. La expresion de CD34 y MAP2 soélo se detectd en el cultivo celular procedente
del caso 1y disminuy0 en el segundo pase.

4. El nivel de proliferacion valorado mediante deteccion de Ki67 reflejé una mayor
actividad proliferativa en el segundo pase, aunque con gradientes variables

5. FKBP51 se expresa en todos los tipos celulares de localizacién citoplasmatica,
nuclear, con una mayor intensidad alrededor del nucleo en torno a la membrana
nuclear y, en todas las localizaciones, también como agregaciones en forma de

cuerpos de inclusion.
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