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Acrónimos empleados 

• SNC: Sistema Nervioso Central 

• GB: Glioblastoma 

• MRI: Imagen por resonancia magnética  

• TTF: Tumor Treating Field  

• ARNm: ARN mensajero 

• CSCs: Célula madre cancerígena 

• GPi: glicosilfosfatidilinositol 

• SN: Sistema nervioso 

• TAMs: Macrófagos asociados a tumor 

• ECs: Células madre cancerígenas endoteliales 

• α-SMA: α-actina de músculo liso  

• MSCs: células madre mesenquimales  
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Abstract  

Los gliomas son los tumores malignos más comunes del sistema nervioso central (SNC). El 

glioblastoma (GB), o glioma de grado IV, es el más agresivo en adultos, con una mediana de 

supervivencia de 8 meses si no se sigue un tratamiento. Actualmente, la terapia consiste en 

cirugía, seguida de radioterapia junto con quimioterapia concomitante y adyuvante, normalmente 

temozolomida. Antes de la resección tumoral, el fármaco más comúnmente recetado es el agente 

corticoideo dexametasona, para cesar las cefaleas y el edema cerebral asociado al tumor, dado 

que inhibe a las prostaglandinas y los leucotrienos, produciendo una respuesta anti-inflamatoria 

e inmunosupresora. A pesar de los esfuerzos de la comunidad científica, actualmente solo se ha 

conseguido aumentar la esperanza de vida a 20,9 meses, como consecuencia principalmente de 

la elevada heterogeneidad intra- e inter-tumoral. Sin embargo, ensayos previos han demostrado 

que la respuesta clínica a dexametasona mejora en aquellos pacientes con mayor expresión de 

CD90. Por lo que decidimos estudiar el potencial uso de CD90 como marcador predictivo de 

respuesta a dexametasona en una cohorte de 24 pacientes con GB y analizar le heterogeneidad 

del tumor. Mediante PCR cuantitativa a tiempo real e inmunofluorescencia pudimos observar en 

nuestra cohorte como los respondedores a dexametasona presentan una mayor cantidad de 

células CD90+.  

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, en un futuro, CD90 podría usarse como marcador predictivo 

de respuesta, mejorando así la terapia. Sin embargo, se necesitan más estudios que expliquen 

los mecanismos moleculares implicados en el proceso de angiogénesis en GB así como 

profundizar en la heterogeneidad del tumor y aumentar el número muestral para minimizar los 

errores producidos por esta.  

 

Palabras clave: glioblastoma, CD90, THY-1, dexametasona. 
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 Introducción 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Se estima que actualmente, 

diecinueve millones de personas padecen cáncer. Lamentablemente, la incidencia de esta 

enfermedad va en aumento y se predice que en el año 2035 habrán catorce millones de casos 

nuevos de cáncer (Pilleron et al., 2019). Esta patología se define como un conjunto de 

enfermedades de causa genética en la que células anormales se dividen descontroladamente y 

presentan capacidad para invadir nuevos tejidos (Hausman, 2019) en un proceso conocido como 

metástasis (Suhail et al., 2019). Además, también puede expandirse a otros tejidos a través de la 

sangre y la linfa.  El crecimiento y la expansión del tumor se ve favorecido por la angiogénesis, 

que permite la creación de nuevos vasos sanguíneos, trayendo nutrientes al núcleo tumoral y 

sirviendo como vía de expansión y migración (Zanotelli & Reinhart-King, 2018). Los tumores 

resultantes presentan proliferación sostenida, diferenciación indefinida, inestabilidad genética, 

modificaciones metabólicas, evasión del sistema inmune y capacidad angiogénica, pro-

inflamatoria y metastática (Hanahan & Weinberg, 2000). Según el libro escrito por Robert A. 

Weinberg “The biology of cáncer” (Garland science, 2014), el 80% de los tumores surge de células 

epiteliales y se conocen como carcinomas que pueden ser escamosos o adenocarcinomas según 

si la célula de origen rodea una cavidad o forma parte de una glándula, respectivamente. Otro 

tipo de clasificación es según la capa embrionaria de la que proviene: ectodermo, endodermo o 

mesodermo. Sin embargo, la mayoría de los carcinomas pueden formar parte de las tres capas. 

Una excepción de esta clasificación son los teratomas, tumores benignos originados de células 

embrionarias con la capacidad de diferenciación en las tres capas embrionarias. Por último, 

distinguimos los tumores anaplásicos, tan indiferenciados que no permiten determinar ni un 

origen ni la capa embrionaria a la que pertenecen. El proceso de transformación es secuencial y 

además va asociado a cambios histológicos que correlacionan con alteraciones moleculares y 

que indican la previsión del tumor: hiperplasia, metaplasia, displasia y neoplasia (formación del 

tumor). El tumor puede ser benigno o maligno. 

Dentro del sistema nervioso central (SNC) también existe mucha heterogeneidad en cuanto a la 

variedad celular y posicional que puede presentar cada tumor (Pajtler et al., 2015). El glioma es 

un tumor localizado en el cerebro y que puede presentar cuatro grados de severidad. El glioma 

de grado cuatro se conoce como glioblastoma (GB) y es el más común y agresivo de todos los 

tumores del SNC, con una supervivencia mediana de 8 meses sin tratamiento (Ostrom et al., 
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2020). Normalmente cursa con cambios de personalidad y desórdenes del carácter, así como 

deterioro sensoriomotor, afasia, epilepsia, dolores de cabeza, náuseas, vómitos, mareos, fatiga 

y deterioro cognitivo (Wirsching et al., 2016). Este tipo de tumor surge a partir de células de la 

glía o de sus precursores, así como de oligodendrogliomas, ependimomas u oligoastrocitomas. 

Presenta una incidencia de 7,08 personas de cada cien mil habitantes (Ostrom et al., 2020), una 

alta mortalidad y gran heterogeneidad. Esto dificulta en gran medida la investigación de la 

enfermedad y, por tanto, el descubrimiento de alguna terapia efectiva. De esta manera, solo se 

han conseguido pequeños avances en el tratamiento. 

El diagnóstico del GB comienza por la detección del tumor mediante pruebas de imagen como la 

imagen por resonancia magnética (MRI), tomografía computacional, y tomografía por emisión de 

positrones entre otras. A continuación, se lleva a cabo un estudio histopatológico. Se clasifica 

como GB cuando los pacientes presentan numerosas zonas necróticas y de proliferación 

microvascular. Posteriormente, se analizan marcadores moleculares como la metilación del 

promotor de MGMT, una proteína de reparación del ADN, así como mutaciones en el gen IDH y 

amplificaciones en EGFR (Wirsching et al., 2016).  

El tratamiento contra el GB de primera línea viene definido por el Protocolo Stupp (Cruz Da Silva 

et al., 2021), que consiste en la resección tumoral seguida de radioterapia y quimioterapia 

adyuvante y concomitante, normalmente temozolomida. De esta manera, se aumenta la 

esperanza de vida hasta 14,6 meses. La nueva alternativa que ha surgido en los últimos años 

consiste en el uso del casco Tumor Treating Field (TTF) (Wang et al., 2021) cuyo uso puede 

aumentar la esperanza de vida hasta 20,9 meses al desestabilizar el uso mitótico impidiendo la 

división celular. Previa a la resección tumoral, se trata el edema cerebral asociado a tumor. Uno 

de los fármacos más empleados es la dexametasona (Sundaram et al., 1978) un corticoide tipo 

fluorado indicado en el tratamiento de larga duración. Este presenta alta capacidad anti-

inflamatoria e inmunosupresora y baja actividad mineralocorticoide. Según la ficha técnica del 

medicamento, su mecanismo de acción principal consiste en la inhibición de la síntesis de 

fosfolipasa A2, un enzima liberador de los ácidos grasos poliinsaturados precursores de 

prostaglandinas y leucotrienos. Como consecuencia, se disminuyen la vasodilatación, el exudado 

vascular, la respuesta inmunológica, la actividad leucocitaria, la agregación y la degranulación de 

los neutrófilos y la liberación de enzimas hidrolíticas por los lisosomas. Además, se activan los 

receptores glucolíticos localizados en el citoplasma, y, en consecuencia, se movilizan 
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endopeptidasas, inhibidores del plasminógeno y lipocortina. La dexametasona tiene un segundo 

mecanismo de acción que consiste en la inhibición de diferentes genes implicados en los 

procesos de inflamación mediante la alteración de la estructura de sus ARN mensajeros (ARNm) 

(Cima AEMPS, 2020). 

Como se ha mencionado con anterioridad, una de las características más importantes que 

presenta el GB es su alta heterogeneidad celular. Esto dificulta en gran medida su estudio, pues 

implica la coexistencia de diversos tipos celulares, entre ellos, las células madre cancerígenas o 

cancer stem cells (CSCs). Este tipo celular presenta características tanto de las células madre 

como de las células cancerígenas. Sus principales funciones son la auto-renovación, capacidad 

de diferenciación hacia otros tipos celulares, capacidad tumorgénica y resistencia a fármacos. Se 

pueden distinguir del resto de células por sus alteraciones durante la división celular y las 

diferencias en la expresión génica. Existen varios marcadores de CSCs como son CD133, CD44, 

CD29 y CD24 , (Yu et al., 2012) entre otros.  

 

CD90 o THY-1 es un glicosilfosfatidilinositol (GPi), un glicolípido unido covalentemente al extremo 

carboxil terminal de una proteína con un dominio inmunoglobina tipo V, sin dominio intracelular, 

y cuya función principal está implicada en la transmisión de señales (Avril et al., 2017; Sauzay et 

al., 2019). Es capaz de interaccionar con integrinas αv/β3, αx/β2, con sindecán 4, CD90 y CD97 

(Leyton et al., 2019). Aunque no se conoce mucho acerca de sus funciones, se ha demostrado 

que CD90 está involucrado en las uniones célula a célula y célula a matriz, en los procesos de 

adhesión, migración y metástasis (Schubert et al., 2013), el crecimiento y regeneración axonal, 

los procesos de apoptosis, inflamación (Wetzel et al., 2004), fibrosis y proliferación y migración 

de fibroblastos en recuperación frente a daño (He et al., 2012; Woo et al., 2015). En tejido sano 

tanto de humano como en ratón, esta proteína se expresa en el sistema nervioso (SN), en las 

células olfativas y en la piel. También se ha encontrado en bazo y timo de ratón. Además, CD90 

se expresa en cáncer de piel, de hígado, mieloide y de cerebro, como es el GB. En este tipo 

tumoral no se han encontrado mutaciones del gen, al contrario que en el neuroblastoma donde 

se han estudiado tres mutaciones en frameshift (Sauzay et al., 2019).  

 

En GB, la función de CD90 no resulta clara, sin embargo, se ha visto relacionado con procesos 

de oncogénesis como son la angiogénesis, es decir, formación de nuevos vasos sanguíneos a 

partir de unos preexistentes, metástasis (Yamashita et al., 2013) y la formación de neuroesferas 
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(He et al., 2012). Diferentes estudios afirman que esta proteína es expresada por CSCs, por 

células endoteliales, pericitos y fibroblastos (Inoue et al., 2016; Wei et al., 2020). También se ha 

asociado la expresión de CD90 con la adhesión, migración e invasión del tumor mediante las vías 

de señalización de SRC y FAK (Avril et al., 2017; Rege et al., 2006).  Esto correlaciona con otros 

estudios que han afirmado que CD90 presenta una importante función en los procesos de 

metástasis tumoral en GB y los procesos de angiogénesis. Una de las hipótesis se basa en la 

interacción de las integrinas CD11b y CD18, de los monocitos circulantes y de los macrófagos, 

con CD90, promoviendo reclutamiento celular y migración transendotelial (Schubert et al., 2011). 

De esta manera, se facilita la llegada y migración de macrófagos asociados a tumor (TAMs). 

Además, se han encontrado poblaciones CD90+ y CD105+, un marcador de endotelio 

relacionado con angiogénesis activa (Inoue et al., 2016). Así mismo, se ha demostrado una 

relación entre los niveles de CD90 y la respuesta a otro fármaco corticoideo empleado en el 

tratamiento del edema tumoral, dasatinib (Avril et al., 2017). 

 

Teniendo en cuenta que los GB son tumores sólidos muy vascularizados dependientes del 

proceso de angiogénesis, el estudio de la función específica de CD90 resulta vital (Ahir et al., 

2020). El proceso angiogénico es muy complejo ya que en él se ven involucrados otros 

mecanismos oncogénicos como son la migración, proliferación y diferenciación celular hacia 

células madre cancerígenas endoteliales (ECs) mayoritariamente dirigida por la ruta de Notch 

(Ranganathan et al., 2011). Los vasos sanguíneos se componen de ECs, células musculares y 

células de sostén conocidas como pericitos (Tennant & McGeachie, 1990). Se ha observado la 

presencia de CD90 en todas las capas vasculares, incluida la capa muscular, dado que se han 

observado poblaciones celulares CD90+ que además expresaban α-actina de músculo liso (α-

SMA) (Inoue et al., 2016).  Sin embargo, los vasos tumorales presentan estructuras glomerulares 

poco funcionales que van a determinar el desarrollo del glioma (Mathivet et al., 2017). Estos 

suelen ser menos organizados ya que presentan menos membrana basal y menor número de 

pericitos. Como consecuencia, estos vasos son más permeables. Normalmente, la angiogénesis 

se asocia con un aumento en la migración tumoral y un peor pronóstico (Figura 1). 

 

Se conoce que las células madre mesenquimales (MSCs) se diferencian a pericitos y estos 

migran al vaso para adherirse a la célula endotelial y proporcionarle estabilidad (D’Amore & 

Shima, 1996). Este proceso se ha visto favorecido en un ambiente de glioma. Se ha demostrado 

que las MSCs expresan CD90 y que esta proteína correlaciona con angiogénesis (Yi et al., 2018). 
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Además, previos hallazgos de nuestro equipo, aún no publicados, muestran en una cohorte de 

58 pacientes con GB, tras la administración de 4 mg de dexametasona 12 horas antes de la 

resección tumoral, que la sobreexprión de CD90 correlaciona de manera significativa con la 

respuesta a dexametasona.  

 

Implicación de CD90 en los procesos cancerígenos 

 
 

Figura 1: Esquema de los procesos cancerígenos en los que CD90 se ha visto involucrado en 

GB. 

 

Finalmente, ante las discrepancias existentes y el poco conocimiento sobre las funciones de 

CD90, nuestro equipo de investigación pretende arrojar un poco de luz a las funciones más 

importantes que CD90 puede tener en los pacientes con GB. Ya que algunos estudios defienden 

que CD90 puede ser utilizado como marcador de CSCs, mientras que otros estudios han 

determinado que CD90 no tiene una utilidad clínica en la formación y resistencia de estas CSCs 

(Woo et al., 2015). Para ello nosotros estudiaremos la expresión de CD90 junto con otros genes 

de CSCs como son CD133, CD44 y OCT3/4. Dado que también se ha afirmado que CD90 puede 

intervenir en el proceso de angiogénesis, nos planteamos qué relación puede tener CD90 con el 

número de vasos sanguíneos, estructura y funcionalidad. Además, ya que anteriormente 

observamos una relación entre los niveles de CD90 y la respuesta a dexametasona, en el 

presente trabajo, profundizaremos en ella teniendo en cuenta la heterogeneidad tumoral. 
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 Objetivo e hipótesis 

Para confirmar nuestra hipótesis de que CD90 puede llegar a ser un potencial marcador de 
respuesta a dexametasona, formulamos los siguientes objetivos: 
  

• Estudiar la expresión de CD90 en una cohorte de 24 pacientes con GB. 

o Caracterizar las muestras según la expresión de genes de endotelio y de CSCs. 

• Analizar la relación de CD90 con la respuesta a dexametasona. 

o Observar las diferencias entre vasos sanguíneos CD90+ y CD90-. 

• Observar la correlación entre los datos obtenidos mediante PCR a tiempo real (qRT-PCR) 

y los obtenidos mediante inmunofluorescencia (IF). 

 Materiales y métodos 
3.1. Selección de la cohorte 

La cohorte se compone de muestras de 24 pacientes de entre 27 y 84 años diagnosticados con 

glioma de grado II (n=2), III (n=3) o IV (n=16), con gliosarcoma grado IV (n=1) y con glioma 

recurrente (n=2). Las muestras se obtuvieron del Hospital La Fe entre el año 2014 y 2016.  

Cohorte del estudio. 

Tabla 1: Cohorte empleada en el estudio. (M) Sexo masculino. (F) Sexo femenino. (-) Dato 
desconocido. 
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3.2. Hematoxilina-eosina (H&E) 

Se emplearon y revisaron las H&E de las 24 muestras para corroborar la malignidad del tejido a 

estudiar.  

3.3. Inmunofluorescencia 

Las 24 muestras empleadas fueron las correspondientes a las H&E, para asegurar el estudio 

sobre tejido tumoral. 

 

Las primeras siete muestras (TCGBM 5, TCGBM 9, TCGBM 19, TCGBM 20, TCGBM 21, TCGBM 

25 y TCGBM 26) se trataron con el anticuerpo primario CD90 rabbit anti-human (EPR3132) y el 

anticuerpo secundario Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit (A31634). Las restantes (TCGBM 28, 

TCGBM 30, TCGBM 34, TCGBM 39, TCGBM 43, TCGBM 45, TCGBM 46, TCGBM 47, TCGBM 

54, TCGBM 60, TCGBM 63, TCGBM 64, TCGBM 66, TCGBM 68, TCGBM 69, TCGBM 72 y 

TCGBM 73) se trataron con el mismo anticuerpo primario, pero otro anticuerpo secundario, Alexa 

Fluor 488 donkey anti-rabbit (A21206). 
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Pasos del día 1 si el anticuerpo secundario empleado es Alexa Fluor 647: 

 

I. La muestra se calienta a 80ºC durante veinte minutos para ayudar en el proceso de 

desparafinado. 

II. Se procede a hidratar la muestra con lavados consecutivos en Xileno (dos lavados), 

alcohol en concentraciones decrecientes (100%, 100%, 96%, 70%) y agua destilada, 

durante 5 minutos en cada lavado. 

III. Se lavan las muestras en PBS 0.1M (gibco Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline) durante 

cinco minutos.  

IV. Desenmascaramos las muestras con tampón Citrato (1,47g de Citrato sódico y 250 μL de 

Tween20) a pH 6.01 durante veinte minutos. Para ello es necesario calentar el citrato 

hasta el punto de ebullición.  

V. Lavamos las muestras para eliminar los restos del tampón Citrato con PBS 0.1 M + Tritón 

0.1% (Sigma-Aldric) + BSA 0.1% (Fisher Scientific). Este paso se lleva a cabo en 

agitación. 

VI. Bloqueamos la muestra con Normal Goat Serum (NGS, Sigma G9023-10ML -10ML) a 5% 

en PBS 1X + Tritón 0.1% durante una hora a temperatura ambiente. A cada muestra se 

añaden 80 µL. Este paso se lleva a cabo en agitación. 

VII. Se incuban las muestras con el anticuerpo primario durante toda la noche en agitación y 

a 4ºC. A cada muestra se le añaden 80 µL del anticuerpo primario CD90 disuelto en el 

bloqueo en proporción 1:100 respectivamente. Cada muestra tendrá un control negativo 

que en lugar de la solución con el anticuerpo tendrá solución de bloqueo.  

 

Pasos del día 2 si el anticuerpo secundario empleado es Alexa Fluor 647: 

 

I. Lavar las muestras con PBS 0.1M en seis lavados de 2 minutos cada uno. Este paso se 

lleva a cabo en agitación. 

II. Incubar las muestras durante 1 hora con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 647 diluido 

en PBS 0.1M en proporción 1:200. Este paso se lleva a cabo en agitación. 

III. Se lavan las muestras con PBS 0.1M en seis lavados de 2 minutos cada uno. Este paso 

se lleva a cabo en agitación.  

IV. Se tiñen los núcleos con 80 µl de DAPI en concentración 1:5000 durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Este paso se lleva a cabo en agitación. 
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V. Lavar las muestras con PBS 0.1M en cinco lavados de 2 minutos. Este paso se lleva a 

cabo en agitación.  

VI. Se secan las muestras, se aplica Fluorsave (Calbiochem) para preservar la fluorescencia, 

se cubre el portaobjetos y se procede a la observación en microscopio de fluorescencia 

pasados 20 minutos. 

 

Para la tinción de las diecisiete muestras restantes con Alexa Fluor 488, los pasos a seguir serán 

los mismos con dos diferencias: 

 

Día 1, paso VI: Se empleará suero de mono (NDS, D9663-10ML) en concentración 1:100 en lugar 

de NGS. 

 

Día 2, paso II: Se empleará Alexa Fluor 488 diluido en PBS 0.1M en proporción 1:600 en lugar 

de Alexa Fluor 647 diluido en PBS 0.1M en proporción 1:200. 

 

Protocolo de la IF.  

 
 

Figura 2: Protocolo esquematizado del proceso de IF. Los pasos del esquema resumen los pasos 

redactados anteriormente. No viene especificado el paso VI del día 2. 
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La IF se cuantificó con el programa Image J. Para ello se llevaron a cabo 8 fotografías aleatorias 

de cada muestra y 8 fotografías aleatorias de los controles negativos. Posteriormente se 

marcaron los vasos sanguíneos de cada imagen y se calculó su intensidad.  

3.4. qRT-PCR  

Se analizó la expresión de los genes CD90, CD31, CD133, CD44 y OCT3/4. Se preparó una 

mastermix con 3,6 µl de H2O DEPC (BP2484-100 Fisher BioReagents), 5 µl de SybrGreen 

(Takara TB green premix ex taq 2x Tli RNaseH Plus, Bulk), 2 µl de ADNc y 0,8 µl de primers por 

pocillo. La solución de 0,8 µl de primers contiene tanto el primer forward como el reverse. Como 

gen de referencia se empleó β-Actina.  

 

Protocolo qRT-PCR. 

 
 

Figura 3: Protocolo a seguir para la ejecución de la qRT-PCR. Tiempo estimado de 1 hora y 32 

minutos. 
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Primers forward y reverse de cada gen. 

Tabla 2: Secuencias de los primers empleados en la qRT-PCR de los genes CD90, CD31, CD133, 
CD44 y OCT3/4. (Fw) Secuencia del primer forward. (Rv) Secuencia del primer reverse. 

Gen Primer Referencia Secuencia 
CD90 Fw AASh-0073 CGCTCTCCTGCTGCTAACAGTCTT 

Rv AASh-0074 CAGGCTGAACTCGTACTGGA 

CD133 Fw AASh-0908 GGAAACTAAGAAGTATGGGAGAACA 

Rv AASh-0909 CGATGCCACTTTCTCACTGAT 

CD44 Fw AASh-0910 CAACAACACAAATGGCTGGT 

Rv AASh-0911 CTGAGGTGTCTGTCTCTTTACTCT 

OCT3/4 Fw AASh-0067 CAAAAACCCTGGCACAAACT 

Rv AASh-0068 CCTGTCTCCGTCACCACTCT 

CD31 Fw AASh-0334 TGTGCTCATCATGCTCTGTG 

Rv AASh-0335 ACGCTTGTCACACTGCTTTG 

β-Actina Fw AASh-0477 CATCCCCCAAAGTTCACAAT 

Rv AASh-0478 ATGGCAAGGGACTTCCTGTA 

 

3.5. Normalización de datos obtenidos por qRT-PCR e IF 

Para normalizar ambos datos en un único valor por muestra en una escala numérica del 1 al 0, 

primero calculamos la media de los valores obtenidos por ambas técnicas para cada muestra, de 

manera que para una muestra tendremos dos valores, el obtenido por qRT-PCR y el obtenido por 

IF. En segundo lugar, restamos el valor mínimo obtenido mediante cada técnica. Es decir, a los 

valores obtenidos mediante qRT-PCR restamos el menor de ellos. De igual manera sucede con 

los valores de la IF. A estos valores obtenidos, los dividimos por el mayor de ellos. Como 

resultado, para cada muestra obtuvimos dos valores, uno por técnica, comprendidos entre el 0 y 

el 1. A continuación, calculamos el promedio de ambos valores, quedando así un único valor 

representativo de ambas técnicas para cada muestra. 

 

 



15 
 

 Resultados 
4.1. El total de las muestras analizadas tenían características neoplásicas. 

En primer lugar, para establecer la cohorte de pacientes con GB, se llevó a cabo un análisis de 

las H&E de las 24 muestras (Figura 4).  

Hematoxilina-eosina de las 24 muestras.  

 

Figura 4: Hematoxilina-eosina a 20X. Nótese las diferencias histológicas entre las muestras. 

TCGBM 66, TCGBM 68, TCGBM69, TCGBM 72 y TCGBM73 presentan numerosas zonas 

necróticas.  
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Mediante la H&E se confirmó que todas las muestras eran tumorales (Figura 5A). Se observó que 

cada muestra presentaba una histopatología diferente (Figura 4, 5A, 5B, 5C y 5D), consecuencia 

de la heterogeneidad tumoral. Se encontraron muestras con alto porcentaje de células como son 

TCGBM 5 y TCGBM 26, muestras con muy pocas células y mayor matriz como es TCGBM 66 y 

muestras que, dada la agresividad del tumor, presentaban mayoritariamente zonas necróticas 

como TCGBM 68 (Figura 4) y TCGBM 46 (Figura 5B). También observamos que las zonas 

hemorrágicas eran abundantes y el número, tamaño y la forma de los vasos sanguíneos variaban 

(Figura 5C y 5D).  

Diferencias histológicas entre las muestras. 

 

  

Figura 5: Hematoxilina-eosina a 20X. (A) TCGBM 21, ejemplo de tejido tumoral donde las dos 

flechas amarillas están señalando dos células malignas. (B) TCGBM 46, ejemplo de tejido tumoral 

necrótico. (C) TCGBM 54, ejemplo de tejido tumoral con numerosos vasos sanguíneos de 

pequeño tamaño. Las flechas azules señalan 5 pequeños vasos. (D) TCGBM 19, ejemplo de 
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tejido tumoral con dos grandes vasos sanguíneos. La flecha roja señala un vaso de estructura 

glomerular mientras que la flecha verde señala un baso de estructura tubular. 

4.2. Los varones presentan una mayor incidencia de GB y mayor edad media pero una 
mayor supervivencia en nuestra cohorte. 

A continuación, se estudió la cohorte empleada. En primer lugar, dado que estudios anteriores 

habían afirmado que el GB era más común en hombres que en mujeres, analizamos si esto se 

cumplía en nuestra cohorte. Nuestros resultados mostraron que el 71% de los pacientes con GB 

eran varones, frente al 29% que eran mujeres (Figura 6). En segundo lugar, calculamos la edad 

media a la que se había diagnosticado el glioma. Esta resultó ser de 49 años. De la misma 

manera, calculamos la media de edad de aparición distinguiendo hombres de mujeres. 

Observamos que, en nuestra cohorte, la edad media en mujeres era de 42 años, mientras que 

en hombres era de 56 años. Por tanto, el tumor cerebral presenta una mayor incidencia en 

hombres que en mujeres, pero la edad de aparición en mujeres es más temprana que en 

hombres.  

Porcentaje de mujeres con GB frente al porcentaje de hombres con glioblastoma. 

 

Figura 6: Esquema circular del porcentaje de hombres y mujeres enfermos de nuestra cohorte de 

pacientes.  
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Por otro lado, observamos que el 71% de las mujeres con tumor cerebral presentaban GB frente 

a otros gliomas de menor grado. De la misma manera, el 70% de los hombres con glioma 

presentaban GB frente a otros de menor grado. También observamos que la edad media de 

aparición del tumor variaba según el grado. De manera que, en mujeres, la edad media de 

diagnóstico del GB era de 32,8 años, frente a 44 años si el tumor era de menor grado. En hombres 

observamos que la edad media de diagnóstico del GB era de 60 años y de 48,6 años si se trataba 

de gliomas de grado II y III. Además, analizamos los meses de supervivencia y, en conjunto, los 

hombres de nuestra cohorte tienden a sobrevivir más meses que las mujeres. En concreto, los 

varones diagnosticados de GB tienen una supervivencia media de 13 meses frente a los 6,3 

meses de las mujeres. Si el diagnóstico es de un glioma de menor grado, ambas tasas de 

supervivencia aumentan, siendo de 25 meses en hombres y de 20 meses en mujeres.  

4.3. Todas las muestras de GB expresaban CD90 y alta heterogeneidad de genes de 
CSCs. 

A continuación, con el fin de analizar la expresión de CD90 en la cohorte, llevamos a cabo una 

qRT-PCR de las 24 muestras para los genes CD90, CD133, CD44, OCT3/4 y CD31 (Figura 7A). 

Como gen de referencia empleamos β-Actina. Las muestras que presentaban mayor expresión 

de CD90 fueron TCGBM 43 y TCGBM 54, con unos niveles relativos de expresión cercanos de 

129 y 131, respectivamente. Estas muestras, además, fueron obtenidas a partir de pacientes que 

habían sido buenos respondedores a la dexametasona. Sin embargo, la muestra TCGBM 20, 

también del grupo de los respondedores, presentó los menores niveles de CD90 con un valor de 

7,8. La muestra TCGBM 21, perteneciente al grupo de los no respondedores, fue la siguiente con 

menores niveles de expresión, siendo estos de 10,55 (Figura 7B, 7C). El resto de los genes 

presentaron patrones de expresión irregulares (Figura 7D, 7E, 7F, 7G, 7H, 7I, 7J, 7K). Además, 

también se analizaron las diferencias de expresión entre hombres y mujeres sin hallar datos 

significativos. Por último, no se observó ninguna correlación entre los genes. Las muestras 

presentaban patrones de expresión muy diferentes y, aún así, todas expresaban CD90 y los 

marcadores de CSCs CD44 y OCT3/4 (Tabla 3). En nuestra cohorte no observamos que los 

pacientes con mayor grado de glioma fueran aquellos con mayores niveles de ARNm de CD90.  
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Expresión de CD90, CD133, CD44, OCT3/4 y CD31. 

 

Figura 7: qRT-PCR de la cohorte. (A) Esquema resumen de la expresión relativa de los genes 

CD90, CD133, CD44, OCT3/4 y CD31 en las 24 muestras. La media de la expresión relativa de 

cada gen viene representada por una línea negra. (B) Expresión relativa de CD90 en las muestras 
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obtenidas de pacientes respondedores. (C) Expresión relativa de CD90 en las muestras 

obtenidas de pacientes no respondedores. (D) Expresión relativa de CD133 en las muestras 

obtenidas de pacientes respondedores. (E) Expresión relativa de CD133 en las muestras 

obtenidas de pacientes no respondedores. (F) Expresión relativa de OCT3/4 en las muestras 

obtenidas de pacientes respondedores. (G) Expresión relativa de OCT3/4 en las muestras 

obtenidas de pacientes no respondedores. (H) Expresión relativa de CD44 en las muestras 

obtenidas de pacientes respondedores. (I) Expresión relativa de CD44 en las muestras obtenidas 

de pacientes no respondedores. (J) Expresión relativa de CD31 en las muestras obtenidas de 

pacientes respondedores. (K) Expresión relativa de CD31 en las muestras obtenidas de pacientes 

no respondedores. 

Una vez obtuvimos las expresiones relativas de los diferentes genes, agrupamos los datos según 

si estos genes se expresaban o no y caracterizamos el tejido de las 24 muestras.  

Caracterización de los 24 tejidos. 

Tabla 3: Caracterización de las muestras según los genes que expresna. (+) Gen expresado en 
dicha muestra. (-) Gen no expresado por la muestra.  

Muestra CD31 CD90 CD133 CD44 OCT3/4 Diagnóstico 

TCGBM5 + + - + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM9 - + - + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM19 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM20 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM21 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM25 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM26 + + + + + Glioma, grado III 

TCGBM28 + + + + + Glioblastoma grado IV 

TCGBM30 + + + + + Glioblastoma grado IV 

TCGBM34 + + + + + Glioblastoma grado IV 

TCGBM39 + + + + + Glioblastoma grado IV 

TCGBM43 + + + + + Glioma grado III 

TCGBM45 + + + + + TCGBM18 recurrente 
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TCGBM46 - + - + + Glioma, grado III 

TCGBM47 + + - + + TCGBM30 recurrente 

TCGBM54 + + - + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM60 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM63 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM64 + + - + + Gliosarcoma, grado IV 

TCGBM66 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM68 + + + + + Glioma, grado II 

TCGBM69 + + + + + Glioblastoma, grado IV 

TCGBM72 + + + + + Glioma grado II. 

TCGBM73 + + + + + Glioblastoma grado IV 

 

El 100% de las muestras expresaban CD90, CD44 y OCT3/4. El 8,33% de los tejidos fueron 

negativos para el marcador de endotelio CD31 y, además, estas fueron negativas también para 

CD133. El 25% de las muestras fueron negativas para CD133.  

4.4. Existen diferencias morfológicas y genéticas entre los vasos CD90+ y CD90-. 

Para llevar a cabo nuestro segundo objetivo, en primer lugar, tuvimos que analizar la expresión 

de CD90 en las 24 muestras mediante IF. De esta manera, pudimos analizar la relación entre los 

niveles de CD90 a nivel de proteína, así como a nivel de ARNm, con la respuesta a 

dexametasona. 

La inmunofluorescencia en los tejidos de GB confirmó que CD90 marca los vasos sanguíneos 

(Figura 8). Además, tras la cuantificación, observamos que aquellas muestras que habían 

presentado mayores niveles de intensidad de CD90, como es TCGBM21 (Figura 8 y 9B), también 

tenían mayor número de vasos sanguíneos y estos, a su vez, eran de mayor tamaño. Sin 

embargo, no está claro el tipo celular que CD90 marca, puesto que tan solo vemos que forma 

parte de la estructura vascular. Además, pudimos observar que existían vasos que no se 

marcaban con CD90, incluso en la misma muestra, como sucede en TCGBM 39 (Figura 9A).  
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Inmunofluorescencia. 

 

Figura 8: Inmunofluorescencia a 20X de las 24 muestras. 

Por otro lado, también observamos diferencias morfológicas entre los vasos sanguíneos CD90+ 

y CD90-. Los vasos CD90+ presentan estructuras glomerulares, sin un lumen definido (Figura 

9B), mientras que los vasos CD90- tienen estructuras tubulares (Figura 9A).  

También quisimos estudiar con estos datos si los pacientes de nuestra cohorte con mayores 

niveles de CD90 eran aquellos con un diagnóstico de GB. Observamos que los tejidos con un 

diagnóstico de glioma de menor grado correspondían a las muestras con menores niveles de 

señal CD90+, a excepción de la muestra TCGBM 26 que presentó una elevada señal para CD90. 
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TCGBM 39 y TCGBM 21. Diferencias entre los vasos que CD90 marca y los que no.  

    

Figura 9: Inmunofluorescencia de TCGBM 39 y TCGBM 21 a 20X. (A) TCGBM 39. Las tres flechas 

amarillas señalan tres vasos marcados por CD90. La flecha azul señala una parte de un gran 

vaso central negativo para CD90. (B) TCGBM 21. Las tres flechas amarillas señalan tres grandes 

vasos CD90+. 

4.5. Los respondedores tienden a tener mayores niveles de CD90. 

A continuación, se llevó a cabo una t-Student para analizar la relación existente entre los 

pacientes con mayores niveles de expresión de CD90 y la respuesta a dexametasona. Aunque 

no obtuvimos datos significativos, observamos que los respondedores tienden a tener mayores 

niveles de CD90.  Este estudio lo llevamos a cabo primero con los datos obtenidos mediante la 

qRT-PCR (Figura 10A) y, después, con la intensidad obtenida en la cuantificación de la IF (Figura 

10B). Para llevar a cabo este análisis, retiramos de la cuantificación de la IF aquellas muestras 

cuyo tejido estaba daño, mal parafinado o necrótico. Estas fueron TCGBM 43, TCGBM 45, 

TCGBM 46, TCGBM 47, TCGBM 66, TCGBM 69 Y TCGBM 72. Los resultados no fueron 

significativos. 
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Respuesta a dexametasona. 

 

           

Figura 10: Relación entre niveles de CD90 y la respuesta a dexametasona. (A) La relación entre 

el ARNm de CD90 y la respuesta a dexametasona no fue significativa con un p-valor = 0,09. (B) 

La relación entre la intensidad de fluorescencia y la respuesta a dexametasona no fue significativa 

con un p-valor = 0,5. 

4.6. Debido a la alta heterogeneidad no existe correlación entre los niveles de CD90 
obtenidos mediante qRT-PCR y la IF. 

Teniendo en cuenta la heterogeneidad tumoral que presenta el GB, decidimos analizar, una vez 

se obtuvieron los niveles de CD90 mediante ambas técnicas, la correlación entre ellos. Los 

resultados mostraron que no existía correlación entre dichos datos.  
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Por este motivo, decidimos unificar los datos obtenidos de cada paciente mediante la IF y la qRT-

PCR. Para ello normalizamos los valores en una escala del 0 al 1. A continuación, se analizó la 

relación existente de estos nuevos niveles de CD90 con la respuesta a dexametasona (Figura 

11).  

Análisis de la heterogeneidad tumoral. 

 

Figura 11: Relación no significativa entre los niveles de CD90 y la respuesta a dexametasona con 

p-valor = 0,3. 

Los resultados mostraron que no existía significancia entre los niveles de CD90 y la respuesta a 

dexametasona. Sin embargo, el p-valor era menor que el obtenido mediante IF.  
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 Discusión y Conclusiones 

El estudio de la biología tumoral del GB es de vital relevancia para mejor el abordaje del 

tratamiento de los pacientes. En nuestra cohorte, pudimos observar que el GB tiene mayor 

incidencia en hombres que en mujeres. Sin embargo, la edad media del diagnóstico en mujeres 

es inferior a la de los hombres. Además, observamos que, frente a estudios anteriores que 

establecieron la edad media de inicio del GB en 65 años (Ostrom et al., 2020), nuestra cohorte 

presentaba una edad media de 49 años. Aunque no se tiene certeza de las posibles causas de 

este descenso en la edad de aparición, algunos estudios indican que puede deberse a un 

incremento en la exposición a radiaciones, como las producidas por los teléfonos móviles (Omuro 

& DeAngelis, 2013). También observamos que los hombres presentan una mayor supervivencia 

que las mujeres ante los gliomas. Esto difiere de otros estudios que han afirmado que las mujeres 

tienen una mayor supervivencia en este tipo tumoral y en otros tumores cerebrales, debido a 

mayores niveles de estrógenos (Ostrom et al., 2018; Trifiletti et al., 2017). Este sesgo podría 

deberse a que el tamaño muestral empleado sea demasiado pequeño, o que en la zona del 

levante español exista esta tendencia. 

Por otro lado, al analizar los diferentes genes que nuestra cohorte expresaba, observamos que 

existía una gran variabilidad. Es decir, el GB es un tumor con una alta heterogeneidad genética. 

Sin embargo, y en contraposición con otros estudios, en nuestra cohorte, las muestras con 

mayores niveles de ARNm de CD90 no coincidieron con los gliomas de mayor grado. Por otro 

lado, no se encontraron diferencias en la expresión de genes de CSCs, endotelio y CD90 entre 

mujeres y hombres, con lo que las diferencias observadas a nivel de incidencia, edad y 

supervivencia no deben estar ligadas a estos genes. En cuanto a la falta de correlación entre los 

genes, podríamos atribuir este resultado a la heterogeneidad tumoral, ya que, si cada región del 

tumor presenta unos patrones de expresión diferentes, no se va a poder encontrar relación entre 

ellos.  

Todas las muestras tumorales fueron CD90+. Sería interesante aumentar la muestra con 

pacientes no tumorales y comprobar si correlaciona con los estudios que afirman que los 

pacientes con gliomas presentan mayores niveles de CD90 que los pacientes sanos. En caso 

afirmativo podría estudiarse CD90 como marcador tumoral o marcador pronóstico de glioma. 

Además, atendiendo al controvertido rol de CD90 como marcador de CSCs, nuestros resultados 
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muestran que existen poblaciones CD90+/CD44+, CD90+/OCT3/4+ y CD90+/CD133+. Esto 

sugiere que CD90 puede emplearse también como marcador de CSCs. Sin embargo, también es 

cierto que del mismo modo que otros estudios (He et al., 2012), nosotros encontramos 

poblaciones CD90+/CD133-. Esto puede indicar que CD90 marca CSCs con características 

diferentes a las marcadas por CD133. Todo esto apoya aún más que CD90 esté mayormente 

expresado en tejido tumoral frente a tejido sano. También se analizó la relación entre CD90 y el 

marcador de endotelio CD31. Dado que hay diversos estudios que clasifican a CD90 como 

marcador de CSCs, endotelio y pericitos (Yuasa et al., 2013), cabe pensar que las poblaciones 

CD90+ deberían ser CD31+. Sin embargo, nuestros resultados muestran que existen poblaciones 

CD90+/CD31-. Esto implica que CD90 marca otros tipos celulares constituyentes de los vasos 

diferentes al endotelio o un tipo de endotelio diferente al marcado por CD31. En este caso sería 

interesante llevar a cabo una nueva tinción contra CD90, CD31 y otros marcadores vasculares 

de endotelio, pericitos y músculo liso para analizar su posible colocalización. 

Las imágenes obtenidas a partir de la inmunofluorescencia mostraron que a mayores niveles de 

CD90, mayor era el número de vasos de la muestra y mayor era su tamaño. También 

corroboramos que CD90 marca vasos sanguíneos, aunque no determinamos el tipo celular 

concreto. Además de observar que CD90 marca vasos, también observamos que no los marca 

todos. Es decir, hallamos vasos CD90+ y vasos CD90-, lo que implica que deben existir 

diferencias genéticas entre vasos. Profundizando en ello, encontramos además, diferencias 

morfológicas entre ellos. Mientras que los vasos CD90- presentaban estructuras tubulares, los 

vasos CD90+ tenían estructuras glomerulares, típicas de los vasos tumorales. Ante este hallazgo 

sería interesante analizar la funcionalidad de estos vasos, así como estudiar la función de CD90 

en el cambio morfológico del vaso. Teniendo esto en cuenta, CD90 podría ser un potencial 

marcador de vasos sanguíneos tumorales procedentes del proceso de angiogénesis. Además, 

sería conveniente analizar la posibilidad de que CD90 marque pericitos tumorales en lugar de 

pericitos sanos, puesto que estos últimos, suelen ser menos abundantes en vasos tumorales.  

Los datos obtenidos a partir de la IF también nos permitieron corroborar la teoría de que los 

pacientes con GB presentarían mayores niveles de CD90 que aquellos diagnosticados con 

grados más leves de glioma, a diferencia de los datos obtenidos mediante el estudio del ARNm. 

En nuestra cohorte observamos que las muestras con menor señal de fluorescencia procedían 

de pacientes que tenían un glioma de menor grado, a excepción de la muestra TCGBM26. Esta 
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contraposición a los resultados obtenidos mediante qRT-PCR puede deberse a que justamente 

las muestras empleadas para la IF de los pacientes con menor grado de glioma presentaban un 

tejido más acelular y necrótico, posiblemente por un mal proceso de fijamiento. Por otro lado, la 

diferencia puede deberse a que la muestra de ADNc empleada en la qRT-PCR no procediese 

únicamente de tejido tumoral, sino que también procediese de tejido sano. Esto, además, puede 

explicar la falta de correlación entre los niveles de CD90 obtenidos por IF y qRT-PCR. Una de las 

opciones para minimizar este error sería aumentar la n de pacientes.  

En lo referente a la variación en la respuesta a dexametasona según los niveles de CD90, 

observamos que el p-valor obtenido cuando la relación se calculó con los datos de la qRT-PCR 

era menor que cuando se calculó a partir de los datos de la IF. Esto puede ser consecuencia de 

la heterogeneidad tumoral, de modo que al estudiar en la IF una superficie tan pequeña del tumor, 

esta no resulte representativa de su totalidad y, por tanto, difiera de los resultados de la qRT-

PCR, que al emplear ADNc de una mayor región cerebral, puede ser más representativa. Por otro 

lado, cabe destacar que al normalizar los datos obtenidos en la qRT-PCR y la IF, el p-valor 

obtenido fue menor que el calculado únicamente con los datos de la IF. Por tanto, podemos 

afirmar, que la heterogeneidad tumoral es susceptible de causar errores de análisis y que, en 

consecuencia, es necesario minimizarla en la medida de lo posible, por ejemplo, aumentando la 

cantidad de muestra. Sin embargo, a expensas de esta diversidad celular en el tumor, la 

tendencia que presentaban los respondedores de tener mayores niveles de CD90 se vio a nivel 

de ARNm tanto como a nivel de proteína e incluso en la normalización de ambos datos. Dado 

que, en estudios anteriores con una muestra de 58 pacientes la relación sí que fue significativa, 

esperamos que un aumento de los pacientes suponga mejorar el p-valor y obtener resultados 

significativos.  

Por último, nos planteamos en próximos estudios analizar el descenso de leucotrienos y 

prostaglandinas que produce la dexametasona y comparar estos entre los respondedores y no 

respondedores. Así como buscar la posible relación de este descenso con los niveles de CD90. 

Ante esto, cabe señalar que la vía de obtención de la muestra va a determinar en gran medida la 

calidad de los resultados obtenidos, dada la importante heterogeneidad tumoral. En este estudio, 

recomendamos obtener las muestras de la manera más representativa posible. Esto por otra 

parte supone un gran inconveniente, ya que para obtener una muestra representativa en 
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pacientes de GB es necesario acceder a gran parte del tumor cerebral. Sin embargo, actualmente 

se están desarrollando numerosas técnicas poco invasivas de obtención de ADN tumoral a través 

de las microvesículas (Fraser et al., 2019) y exosomas (Sautes-Fridman, 2019) tumorales. Ambas 

técnicas serían beneficiosas y útiles en la obtención de niveles de CD90 representativos del 

tumor. 

Finalmente, y teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, conocer aquellos pacientes que van 

a poder beneficiarse en mayor medida del tratamiento con dexametasona permitirá personalizar 

la terapia en función de sus niveles de CD90. De la misma manera, aquellos pacientes que no 

vayan a beneficiarse de este corticoide podrán optar a otros que les produzca una mejor 

respuesta. Además, es de vital importancia ampliar los conocimientos en los mecanismos 

moleculares implicados en el proceso de angiogénesis tumoral y la función de CD90 en ellos. Así 

como la importancia de la heterogeneidad que este tipo de tumor presenta. Por otro lado, deben 

seguir investigándose los mecanismos moleculares que dirigen la diferencia de respuesta a la 

dexametasona. Estos avances permitirán diseñar nuevas terapias más efectivas y aumentar la 

esperanza de vida de estos pacientes.  
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