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RESUMEN 

Introducción: 

Los tumores cerebrales y otros tipos de tumores del sistema nervioso central (SNC) son 

el tipo de tumor sólido más frecuente en la infancia. Dentro de estas neoplasias el glioma 

difuso infantil es un tumor altamente invasivo y letal con un pronóstico infausto. 

Actualmente, no existe un tratamiento capaz de aumentar la supervivencia, por lo que 

es necesario realizar estudios para conocer su comportamiento. 

 

Material y métodos: 

El estudio se basa en el análisis celular y molecular del tumor en la zona de infiltración. 

Para el análisis inmunohistoquímico se emplearon un total de 92 muestras de glioma 

difuso infantil (GDI) obtenidas de 4 pacientes y procesadas para microscopía óptica 

con diaminobencidina y para inmunofluorescencia con marcadores fluorescentes a fin 

de analizar la expresión de IL13Ra2, NG2/CSPG4 y CD19. 

Resultados: 

El análisis de muestras histológicas evidencia la expresión de Il13Ra2 en las células 

tumorales del GDI, así como de NG2/CSPG4 y CD19 en los pericitos condicionados 

por ellas. De igual modo, se corrobora la existencia de un contacto directo entre 

células tumorales y pericitos clave para la angiogénesis anormal así como para la 

generación de inmunotolerancia. 

Conclusiones: 

Este trabajo muestra la relevancia de estudiar las interacciones celulares y moleculares 

en la zona de infiltración del glioma difuso infantil como puntos clave para comprender 

los mecanismos invasivos y el condicionamiento inmunológico que permiten la 

progresión tumoral.  

 

PALABRAS CLAVES/DESCRIPTORES 

Glioma infantil, pericitos cerebrales, NG2/CSPG4, CD19, inmunotolerancia glioma 

  



 

 

  



 

 

ABSTRACT 

Background:  

Brain tumors and other types of central nervous system (CNS) tumors are the most 

common type of solid tumors in childhood. Among these neoplasms, pediatric diffuse 

glioma is a highly invasive and lethal tumor with a poor prognosis. Currently, there is no 

treatment capable of increasing survival, making it necessary to conduct studies to better 

understand its behavior. 

Material and methods:  

The study is based on the cellular and molecular analysis of the tumor in the infiltration 

zone. For the immunohistochemical analysis, a total of 92 infantile diffuse glioma (IDG) 

samples obtained from 4 patients were used and processed for light microscopy with 

diaminobenzidine, as well as for immunofluorescence using fluorescent markers to 

analyze the expression of IL13Ra2, NG2/CSPG4, and CD19. 

Results: 

The analysis of histological samples reveals the expression of IL13Ra2 in tumor cells of 

infantile diffuse glioma (IDG), as well as the expression of NG2/CSPG4 and CD19 in 

pericytes influenced by them. Likewise, the existence of direct contact between tumor 

cells and pericytes is confirmed, which is key to abnormal angiogenesis and the 

development of immunotolerance.  

Conclusion: 

This study highlights the importance of investigating the cellular and molecular 

interactions in the infiltration zone of infantile diffuse glioma as key factors in 

understanding the invasive mechanisms and immunological conditioning that enable 

tumor progression. 

 
KEY WORDS 

Childhood glioma, brain pericytes, NG2/CSPG4, CD19, glioma immunotolerance 

 

 

 



 

 

 



 

19 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 
Los tumores cerebrales y otros tipos de tumores del sistema nervioso 

central (SNC) son el tipo de tumor sólido más frecuente en la infancia y la 

principal causa de muerte asociada al cáncer en pacientes entre los 0 y los 19 

años (1).  

Dentro de este tipo de neoplasias, el glioma pontino intrínseco difuso 

(DIPG) es un tipo de tumor cerebral derivado de las células de la glía, altamente 

invasivo y letal, que afecta predominantemente a niños y adolescentes (1,2). El 

DIPG ha sido recientemente renombrado por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS-clasificación CNS5 de 2021) como el glioma difuso de línea media 

(GDM), que reconoce la importancia de la clasificación molecular en detrimento 

de la histológica (3,4). En la infancia un quinto de los tumores cerebrales 

infantiles y cuatro de cada cinco tumores de tronco encefálico pueden clasificarse 

como GDM, suponiendo hasta un 15% de la mortalidad infantil debida a tumores 

cerebrales (2). Nuestro trabajo se centrará en el glioma difuso infantil (GDI).  

 

El GDI tiene distintas presentaciones clínicas en función de la localización 

del tumor, con síntomas que incluyen déficits neurológicos focales como disartria 

y disfagia, alteraciones del equilibrio (2), hipertensión intracraneal y signos 

piramidales (5). 

 

Para su diagnóstico la Resonancia Magnética sigue siendo el gold 

estándar. En ella se observa una señal hipointensa o isointensa en T1 e 

hiperintensa en T2 sin realce de contraste (2,5). El diagnóstico definitivo se 

consigue con la toma de biopsias o la resección quirúrgica, lo que permite un 

estudio anatomopatológico, molecular e inmunohistoquímico (2). 

 

En el examen histológico del GDI se describe una neoplasia maligna glial 

de celularidad muy aumentada, compuesta por células pobremente 

diferenciadas con atipias y múltiples mitosis. Característicamente se observan 

regiones necróticas rodeadas de vasos sanguíneos hiperplásicos e infiltración 

difusa del parénquima cerebral (6).  
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Con respecto a la fisiopatología, para aproximadamente el 80% de los GDI 

están descritas mutaciones en las histonas H3.3 y H3.1, siendo la más frecuente 

H3K27M. De igual modo, se han observado mutaciones en TP53, ATRX y 

PDGFRA, entre otras (1,2,4,6).  

Aunque es necesaria mayor investigación en el origen de las neoplasias 

gliales, se ha propuesto que la expresión por parte de las células tumorales de 

la subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (IL13Rα2) junto con la expresión en los 

peritos (PC) de NG2/CSPG4 (antígeno presente en células precursoras de 

oligodendrocitos y pericitos) podría estar asociada a la patogénesis de los 

gliomas y posteriormente jugar un rol clave en la proliferación vascular de estos 

(7). Un posible mecanismo subyacente a la progresión tumoral es la cooptación 

vascular, fenómeno descrito en el Glioblastoma Multiforme (GBM). Este proceso 

se define como el uso por parte del tumor de las estructuras vasculares 

preexistentes para la migración tumoral (8,9). Así, las células tumorales invaden 

siguiendo los espacios perivasculares, interactuando con los PC, células que 

intervienen en la angiogénesis, en la barrera hematoencefálica y en la regulación 

inmunológica de SNC (8,10). Como resultado de esta interacción, los PC 

modifican la morfología de los vasos ya existentes e inducen la angiogénesis de 

nuevos vasos, facilitando el crecimiento tumoral (8,9). Si bien es cierto que estos 

procesos han sido descritos previamente con relación al GBM en adultos (8,9), 

actualmente se desconoce su participación en el GDI.  

 

Además, el GDI tiene un microambiente tumoral (TME por sus siglas en 

inglés) inmunológico único caracterizado por un fenotipo inmunosupresor similar 

al descrito en GBM (2,11). Se desconoce si el angiotropismo e 

inmunorregulación descrito en el GBM está implicado también en la 

inmunotolerancia generada por el GDI, actuando mediante el condicionamiento 

de los PC tras la cooptación vascular.  

 

Por otro lado, un estudio realizado por Parker et al. demostró que CD19 

(un miembro específico de las células B perteneciente a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas (12)) se expresa de manera específica en los PC cerebrales 
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(13), lo que sugiere que podría ser una diana terapéutica atractiva para dirigirse 

a los PC del microambiente del GDI, como se ha propuesto para GBM (14). 

 

En cuanto al tratamiento, la localización de la masa tumoral y su 

naturaleza infiltrativa suelen comprometer la cirugía (1,4), por lo que la práctica 

clínica habitual se basa en la radioterapia, si bien la supervivencia global apenas 

se ve afectada, situándose en torno a los 11 meses después del diagnóstico, con 

un 5% de supervivencia a los dos años (1,2). Por otro lado, la barrera 

hematoencefálica (BHE) compromete la efectividad de las distintas pautas 

quimioterápicas, que tampoco han demostrado aumentar la supervivencia global 

(4). De este modo, la alta tasa de mortalidad unida a la falta de opciones 

terapéuticas eficaces hace del GDI un desafío en el ámbito de la neurooncología 

pediátrica (2).  

 

Como se ha planteado anteriormente, el análisis molecular de células 

tumorales y el estudio de alteraciones patogénicas en PC abre las puertas al uso 

de nuevos tratamientos dirigidos a células tumorales y al TME, tales como 

fármacos específicos contra la metilación y acetilación de histonas y la 

inmunoterapia con células CAR-T contra antígenos específicos de células 

tumorales/peritumorales y linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) (2). Por ello se 

considera que la determinación de la presencia específica de NG2/CSPG4 y 

CD19 en el tumor y/o el TME del GDI puede contribuir a arrojar luz en materia 

terapéutica.  

 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

Se plantea que mediante el estudio de la interacción entre las células 

tumorales del GDI y los PC del frente de infiltración se pueden identificar 

proteínas implicadas en la agresividad tumoral y revelar nuevas dianas 

terapéuticas.  

Por lo tanto, como objetivos del presente estudio se establecen:  

O1 - Estudiar la expresión de la subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (marcador 

de células gliales malignas) en GDI. 
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O2 - Analizar la presencia de NG2/CSPG4 en el microambiente tumoral del GDI. 

O3 - Describir histológicamente la malformación vascular característica del GDI 

y estudiar la presencia de una interacción física entre las células tumorales y los 

PC que explique la existencia de un nicho inmunosupresor como el propuesto en 

GBM.  

O4 - Analizar la presencia de CD19 en el microambiente tumoral del GDI. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. Tipo de estudio 

Este trabajo consiste en un análisis descriptivo histopatológico de 

regiones cerebrales de 4 casos diagnosticados de GDI, 3 obtenidas por 

necropsia y 1 mediante biopsia. 

 

3.2. Muestras y técnicas utilizadas 

Para la realización del estudio se analizaron las muestras de 4 pacientes 

diagnosticados de GDI, 3 obtenidas mediante necropsia y una muestra obtenida 

mediante biopsia. Las muestras fueron obtenidas del Instituto Murciano de 

Investigación Biosanitaria (IMIB-Arrixaca) con la aprobación del comité Ético de 

Experimentación del Instituto de Neurociencias UMH-CSIC y cumplen con los 

requisitos de consentimiento informado, aleatorización de datos y adecuada 

calidad de la muestra.  

 

Del primer paciente (GDI 18) se obtuvieron muestras del tálamo y 

mesencéfalo (tumor) e hipocampo (no tumor); del segundo (GDI 19) del puente 

y bulbo (tumor) y del hipocampo e hipotálamo (no tumor); y del tercero (GDI 76) 

del bulbo y protuberancia (tumor) y de hipocampo (no tumor). De cada una de 

estas muestras (n=9) se realizaron secciones de parafina de 7 micras de 

espesor, y se seleccionaron diez portas de cada muestra, siendo procesadas 

para Hematoxilina-Eosina (H&E) una de ellas y siete para inmunohistoquímica/ 

inmunofluorescencia (IHQ/F), dos portaobjetos se guardaron como reserva, lo 

que supone 88 secciones procesadas de las necropsias. La muestra de biopsia 

fue obtenida por una consulta para determinar la expresión de IL3Rα2, 

recibiendo cuatro secciones histológicas (B1). Lo que hace un total de 92 

secciones procesadas. 

 

Se utilizaron IHQ/IF simple y doble para conocer la expresión de las 

proteínas de interés y para visualizar la relación entre las células del GDI y los 

PC, usando marcadores fluorescentes, en las que se efectuó un marcaje de los 
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PC con anticuerpos frente a NG2 (color rojo) y PDGRβ (verde), así como un 

marcaje de la célula tumoral con anticuerpos frente la subunidad alfa 2 del 

receptor de IL13 (IL13Rα2) y la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) en 

fluorescencia verde. Todos los antígenos específicos de cada una de estas 

células, lo que permite analizar un posible contacto entre ellas. 

Finalmente, se analizó la expresión CD19 con anticuerpo específico en IF.  

 

3.3. Procesamiento de las muestras y visualización al microscopio  

Materiales 

Además de los compuestos habituales, se emplearon PBS (tampón 

fosfato en solución salina isotónica pH 7, 0.1M), Tritón (detergente 

permeabilizador de membrana), Citrato sódico (solución desenmascaradora de 

antígenos), H2O2 (catalizador de la reacción de precipitado de DAB), BSA 

(albúmina sérica bovina), DAKO (diluyente de anticuerpos), Diaminobencidina 

(sustrato de la peroxidasa marcador de antígenos), DAPI (4 ',6- diamidino-2-

fenilindol), Eukitt (para el montaje en microscopia convencional), Mowiol (para el 

montaje en microscopía de fluorescencia) y anticuerpos primarios y secundarios 

(Tabla 1). 

 

Inmunohistoquímica convencional con luz visible 

Tras realizar los cortes de las muestras incluidas en parafina, se deben 

calentar en estufa y rehidratar a temperatura ambiente con baños progresivos en 

Xilol y etanol. Se sigue con lavados con PBS y Tritón al 0.2% (PBS-T) y se 

procede a desenmascarar con tampón citrato sódico (pH 6.0, 0.01M), a fin de 

exponer los antígenos que hayan podido quedar ocultos con los procedimientos 

anteriores. Así, se hierven las muestras cuatro veces en tampón citrato sódico. 

Se continúa con tres lavados con PBS-T y se realiza el bloqueo de la peroxidasa 

endógena incubando la muestra con PBS-T y H202 al 3% para evitar falsos 

positivos generados por esta enzima. Acto seguido se repiten los lavados con 

PBS-T y se realiza el bloqueo con BSA, buscando evitar la formación de uniones 

entre anticuerpos y antígenos inespecíficos. Finalmente, se diluyen los 

anticuerpos primarios comerciales en solución ABCAM y se dejan incubar sobre 

los portaobjetos durante dos noches, en oscuridad y a temperatura ambiente.  
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Transcurridos los dos días se reinicia con lavados de PBS-T en las 

muestras con anticuerpos anti-NG2 y anti-ILR3α2 y con PBS en aquellas con 

anticuerpos anti-CD19 y anti-PGDFRβ, para mantener la membrana libre del 

detergente Tritón en el segundo caso. Se continúa con la preparación e 

incubación del anticuerpo secundario conjugado con biotina diluido en PBS-T 

(anti-NG2 y anti-ILR3α2) y PBS (anti-CD19 y anti-PGDFRβ). Pasada una hora, 

se repiten los lavados de PBS-T y PBS y se aplica el complejo ABC (avidina-

biotina-peroxidasa), que se une al anticuerpo secundario de manera específica. 

Tras otra hora se repiten los lavados, primero con PBS-T y PBS y posteriormente 

con PBS y se procede al revelado con DAB (diaminobencidina). Para el revelado 

se introducen las preparaciones en un medio con PBS, 1% DAB y 0,002% de 

H202, donde la diaminobencidina reacciona con la enzima peroxidasa del 

complejo ABC, resultando un producto de color marrón. Finalmente, se detiene 

la reacción introduciendo los portaobjetos en PBS, se deshidratan las muestras 

y se montan en Eukitt. 

 

Inmunofluorescencia 

El protocolo es inicialmente igual a la inmunohistoquímica visible. Sin 

embargo, tras la incubación del anticuerpo secundario, que está conjugado a un 

fluorocromo, las muestras deben mantenerse en oscuridad. Finalizada la 

incubación, se realizan lavados en PBT o PBS y seguidamente en PBS. Para 

finalizar se aplica el DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), marcador fluorescente 

que se une a adenina y timina del ADN, permitiendo marcar el núcleo celular. 

Tras ello se vuelven a realizar lavados con PBS y se monta con Mowiol. 

 

Visualización y análisis al microscopio  

Finalizado el protocolo, se procedió a la visualización de las muestras al 

microscopio, se analizó la calidad y especificidad del marcaje y se pasó a la 

obtención de las imágenes y su interpretación.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Expresión de la subunidad alfa 2 del receptor de la IL13 (IL13RA2) 

En las regiones infiltradas por células tumorales se puede observar zona 

de avance tumoral por la gran celularidad del tumor con relación al tejido sano 

(Fig. 1 A, D; G). La expresión de IL13Rα2 en las células tumorales se ha 

detectado por IHQ revelada con DAB (Fig. 1 B, E, H), e inmunofluorescencia (IF; 

Fig. 1 C, F, I). Mientras que las secciones de las necropsias 1 y 5 de los casos 

GDI 18 y 19, respectivamente, muestran en intensa expresión de IL13Rα2, la 

necropsia 6 del caso GDI 78 muestra escasa expresión de esta proteína.  

En muestras con doble IF (Fig. 1 I) se objetiva que las regiones 

perivasculares en el borde tumoral, en contacto con las células que expresan 

IL13Rα2 (verde) expresan NG2/CSPG4 (rojo), y que son compatibles con ser 

PC. Cabe plantear si esta IF verde se debe a la expresión de IL13Rα2 exclusiva 

de las células tumorales. 

 

3.2. Expresión de NG2/CSPG4   

Agrupaciones de vasos, con apariencia sinuosa y glomeruloide, son 

detectables en la proximidad del borde de avance tumoral en contacto con 

células de GDI que expresan IL13Rα2 (Fig. 2 A, B, G-I, L, V, X). Los PC de estos 

vasos expresan NG2 (Fig.2 C, D, J, K, P, R, S, Y2, Y3). Se puede apreciar 

también que las zonas de tejido sano no expresan IL13Rα2 ni se detecta la 

expresión de NG2 en sus zonas vasculares (Fig. 2 E, F, T, U, Z1, Z2). 

 

3.3. Malformación vascular, microambiente tumoral e interacción células 

tumorales-pericitos 

Se ha estudiado la malformación vascular en la zona de interacción entre 

las células del GDI y el tejido sano, utilizando la expresión de NG2/CSPG4 como 

marcador de PC condicionados por el tumor. En las zonas de contacto e 

infiltración del GDI se puede apreciar la presencia de vasos sinuosos y 

abundantes, con aspecto glomeruloide, lo que sugiere la presencia de 

cooptación vascular por las células tumorales (Fig. 2C, D, I, K, L, R, S). Estos 

vasos contorneados con PC NG2/CSPG4 positivos, están mayoritariamente 

cooptados por células de GDI que expresan IL13Rα2 (Fig. 2 D, K, P, S, Y3).  
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La expresión de IL13Rα2 marca con claridad la masa tumoral y la 

presencia de células tumorales que infiltran de forma aislada y dispersa el 

parénquima cerebral vecino (Fig. 3 A). La expresión de NG2/CSPG4 por los PC 

permite observar la malformación y proliferación celular de los vasos cooptados 

en el GDI (Fig. 3 B, C). La expresión de  NG2/CSPG4 en PC se demuestra por 

la co-localización de la expresión de NG2/CSPG4 y PDGRβ que es un marcador 

específico de PC (Fig. 3 B, insert). A grandes aumentos se aprecian los perfiles 

celulares de las células IL13Rα2 positivas con prolongaciones hacia los PC, 

alrededor de los vasos deformados (Fig. 3 E-G), que son más evidentes y claras 

cuando las células de GDI son marcadas con GFAP (Fig. 3 H), mostrando el 

sustrato celular de la cooptación vascular por el tumor. En algunos casos se 

pueden ver NG2/CSPG4 positivos migrando de forma libre desde la pared de los 

vasos malformados (Fig. 3 G) 

 

3.4. Expresión de CD19 

Como se ha descrito anteriormente, los PC de los vasos tumorales 

presentan una intensa expresión de NG2/CSPG4 (Fig. 4 A). En la IF con anti-

CD19 se detecta la presencia de inmunopositividad en la membrana de las 

células del glioma, de forma dispersa (Fig. 4 B), así como en la membrana de los 

PC (Fig. 4). La expresión en los PC es de menor intensidad que en las células 

tumorales. Esto demuestra que los PC en el GDI también expresan de forma 

selectiva CD19, y esta no está presente en regiones no infiltradas por el glioma 

(Fig. 4  D-F). 
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4. DISCUSIÓN 

 

4.1. Expresión de la subunidad alfa 2 del receptor de la IL13 (IL13RA2) 

El manejo actual del GDI supone un reto terapéutico, con un pronóstico 

infausto a pesar del tratamiento con radioterapia (1,2). Así, ante la escasa 

efectividad de los protocolos actuales la inmunoterapia emerge como una 

alternativa prometedora con distintos enfoques terapéuticos como son el uso de 

células CAR-T e inmunotoxinas recombinantes dirigidas contra antígenos 

específicos (15, 16, 17).  

 

En este contexto, diversos estudios describen la sobreexpresión de la 

subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (IL13Rα2) en gliomas de alto grado, 

incluyendo GBM y un elevado porcentaje de GDI. En estas células tumorales, la 

unión a IL13Rα2 evita la apoptosis y favorece la proliferación tumoral (15, 17).  

 

Tal y como se expone en los resultados, este trabajo confirma 

histológicamente la expresión heterogénea de IL13Rα2 en las células del GDI 

mediante análisis inmunohistoquímicos de manera similar a lo descrito para el 

GBM (15). Se observa también que el tejido cerebral sano no expresa este 

antígeno, en congruencia con estudios anteriores (16).  

 

Acerca de esta materia se han realizado estudios con inmunotoxinas 

quiméricas dirigidas frente a IL13Rα2 que demuestran un aumento de la 

supervivencia en gliomas de alto grado (15). Es por ello por lo que se puede 

considerar IL13Rα2 como un antígeno específico frente a estas neoplasias, 

constituyendo una diana terapéutica de gran relevancia en el tratamiento de 

GDI. De hecho, recientemente se ha publicado que la administración 

locorregional de células CART-T dirigidas contra IL13Rα2 en pacientes con 

gliomas recurrentes de alto grado se ha asociado a un incremento de la 

supervivencia de los pacientes tratados (18).  
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4.2. Expresión de NG2/CSPG4   

Mediante el análisis IHQ/IF del presente estudio se demuestra la 

expresión de NG2/CSPG4 en los PC condicionados de los vasos cooptados en 

contacto con las células de GDI. Este hallazgo está en consonancia con los 

estudios que describen su expresión en gliomas de alto grado (7). Por el 

contrario, esta inmunorreactividad de NG2/CSPG4 no se aprecia en las zonas 

vasculares del tejido sano, hecho que plantea la posibilidad de que esta 

expresión sea específica de PC condicionados. Para confirmar si la expresión de 

NG2/CSPG4 es exclusiva de PC se ha realizado doble IF con PDGRβ y 

NG2/CSPG4, verificando que NG2/CSPG4 se expresa exclusivamente en 

células PDGRβ positivas.  

 

Como se ha planteado anteriormente, NG2/CSPG4 es un proteoglicano 

de superficie implicado en la adhesión celular, la migración y la invasión tumoral 

cuya expresión en glioma de alto grado se asocia con la agresividad del tumor y 

un pronóstico desfavorable (7, 18). Aunque su estudio en GDI sigue siendo 

limitado, se plantea que su expresión pueda contribuir a la naturaleza infiltrativa 

de manera similar al GBM.  

 

En la actualidad existen líneas de investigación en GBM que estudian 

terapias dirigidas contra NG2/CSPG4 con resultados prometedores, incluyendo 

inmunoterapia con anticuerpos monoclonales y células CAR-T (7). Entre ellos, 

un artículo publicado en 2014 registró la reducción tumoral de GBM tras el 

tratamiento con anticuerpos monoclonales en combinación con células natural 

killer mediante resonancia magnética (18).  

 

Dado que los resultados parecen indicar que NG2/CSPG4 se expresa de 

manera similar específicamente en los PC condicionados de GBM y GDI, los 

estudios conducidos en GBM dirigidos contra este proteoglicano podrían ofrecer 

nuevas oportunidades terapéuticas en GDI.   
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4.3. Malformación vascular, microambiente tumoral e interacción células 

tumorales-pericitos 

El microambiente tumoral del GDI continúa siendo un área poco 

estudiada, si bien se comienza a reconocer su implicación en la proliferación y el 

mantenimiento tumoral, con las consiguientes implicaciones pronósticas y 

terapéuticas (2,4,11). Al igual que el GBM, el GDI se considera una neoplasia 

inmunológicamente “fría”, con baja infiltración de linfocitos T, baja inflamación e 

inmunosupresión. Sin embargo, estudios recientes señalan que el GDI exhibe un 

microambiente único, con menor infiltración celular y menos actividad 

inmunosupresora que el GBM (11).  

 

En lo que respecta a la patogenia de este ambiente de inmunotolerancia, 

diversos artículos describen que el contacto directo entre las células tumorales 

del GBM y los PC induce un cambio de fenotipo en estos últimos que sería crucial 

para evadir la respuesta inmune y permitir la progresión tumoral (8,9). En el 

presente estudio se ha objetivado la presencia de prolongaciones de las células 

del GDI dirigidas hacia los PC perivasculares, lo que demuestra que el contacto 

entre estas células puede ser el sustrato de la cooptación vascular.  Esta 

interacción física se ha demostrado en GBM mediante prolongaciones de la 

célula tumoral nombradas flectopodia por Caspani et al. (19), y provoca un 

cambio del secretoma de los PC con aumento de la secreción de citoquinas 

antiinflamatorias y reducción de las proinflamatorias. Además, aumenta la 

expresión de PDL1 y disminuye la expresión del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo II, impidiendo la acción de los linfocitos T (8).  

 

Los resultados del análisis IHQ/IF realizado en este trabajo objetivan un 

contacto directo entre las células tumorales del GDI y los PC en la zona de 

infiltración, que a pesar de las diferencias entre el microambiente tumoral del GDI 

y el GBM, permite plantear que en el GDI este contacto es esencial para generar 

el TME protumoral, como ya ha sido demostrado en GBM (8,9).  

 

El mecanismo que subyace a la transformación funcional de los PC 

contactados en el caso del GBM es una activación de la autofagia mediada por 
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chaperonas (20). En consecuencia, sería interesante estudiar si este mecanismo 

se reproduce también en el GDI.  

Por otro lado, los resultados demuestran la existencia de abundante 

vascularización con morfología glomeruloide en la zona de infiltración del GDI, 

similar a la descrita en GBM. En la actualidad se considera que la vascularización 

anómala estudiada en el GBM es resultado de la cooptación vascular, mediante 

la cual las células tumorales emplean la vascularización preexistente para 

obtener irrigación, dando lugar a vasos de aspecto glomeruloide (8-10).  

 

Por ello, impedir la interacción células tumorales-PC y/o imposibilitar el 

condicionamiento de los PC a fin de exponer al GDI al sistema inmune activo 

puede suponer un objetivo terapéutico prometedor.  

 

4.4. Expresión de CD19 

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo publicado 

hasta el momento en relación con la expresión de CD19 en el SNC y en el TME, 

verificando su expresión de forma selectiva en PC condicionados. Si bien son 

escasos los estudios al respecto en GDI, un estudio realizado por Kong et al. 

propuso que el empleo de terapias con CART-células NK (natural killer) dirigidas 

contra CD19 podrían resultar seguras y eficaces en el tratamiento de GBM (14), 

una neoplasia con escasa respuesta a las terapias convencionales. 

Por ello, y conociendo el rol de los PC condicionados en la angiogénesis 

y el crecimiento tumoral (8,9) se plantea que CD19 puede ser una diana 

terapéutica prometedora para futuras estrategias de tratamiento en GDI, al igual 

que en GBM (14).  

 

4.5. Ventajas y limitaciones del estudio  

Entre las ventajas del presente trabajo se encuentra aportar nuevos datos 

sobre el comportamiento del GDI, una neoplasia escasamente estudiada hasta 

el momento. Las abundantes publicaciones sobre nuevos datos celulares y 

moleculares en el GBM pueden ayudar a abordar el estudio del GDI de forma 
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más profunda, para conocer mejor su fisiopatología y desarrollar tratamientos 

específicos eficaces.  

 

Como principal limitación se presenta el reducido tamaño muestral. La 

baja disponibilidad de tejido para estudio responde tanto a la baja incidencia del 

tumor como a la escasez de biopsias y necropsias.  
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5. CONCLUSIÓN 

En este proyecto de investigación queda patente la relevancia de 

examinar el comportamiento de las células tumorales y su interacción con los 

pericitos, así como de estudiar el microambiente tumoral en el frente de 

infiltración tumoral en busca de nuevas dianas terapéuticas. En el caso del GBM 

y posiblemente también en el GDI, las células del microambiente tumoral ayudan 

al tumor a escapar de la respuesta inmune y a crecer infiltrado el tejido sano. 

 

Además, en relación con los objetivos planteados se ha constatado que:  

1. Las células tumorales del GDI expresan la subunidad alfa 2 del receptor de 

IL13 

2. Los pericitos condicionados por las células tumorales de GDI, presentes en la 

vascularización de la zona de infiltración, expresan NG2/CSPG4. 

3. Existe un contacto directo entre las células tumorales del GDI y los pericitos 

que condiciona una malformación vascular característica y un microambiente 

tumoral en sentido protumoral. 

4. CD19 se expresa tanto en las células tumorales del GDI como en los pericitos 

condicionados por estas.  

Mientras que la heterogeneidad molecular de las células tumorales hace 

complejo el encontrar antígenos que específicamente se expresen en todas 

ellas, el identificar dianas terapéuticas en células protumorales del 

microambiente tumoral puede significar dianas terapéuticas estables y 

homogéneas. Diseñar inmunoterapia contra ellas puede permitir acabar con el 

tumor. En nuestro estudio NG2/CSPG4 y DC19 en los los pericitos 

condicionados por el GB podría ser una diana para combatir el GDI. 
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6. ANEXOS 

 

ANEXO 2: DICTAMEN DEL COMITÉ DE ÉTICA 

Las muestras experimentales usadas en el trabajo experimental desarrollado por 

Elena Rodríguez Montero para el desarrollo de su TFG titulado: Estudio de la 

expresión de NG2/CSPG 4 y CD19 en glioma infantil, han sido obtenidas del 

Banco de Cerebros del IMIB-Arrixaca, dentro de la Red Española de Biobancos 

del Instituto de Salud Carlos III. Los procedimientos experimentales han sido 

evaluados y aprobados por el Comité de Experimentación Clínica del Hospital 

General de Elche, en el contexto del análisis molecular de tumores gliales 

malignos del SNC.  

Se adjunta PDF de este informe así como el MTA del IMIB firmado por el director 

del TFG. 

 



 

38 

 

 

 

 



 

39 

 

 

 

 



 

40 

 

 



 

41 

 

 



 

42 

 

 



 

43 

 

 



 

44 

 

 



 

45 

 

 



 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

47 

 

7. BIBLIOGRAFÍA 

1- Blasco-Santana L, Colmenero I. Molecular and pathological features of 

paediatric high-grade gliomas. Int J Mol Sci. 2024;25(15):8498. 

 

2- Llordes GM, Medina Pérez VM, Curto Simón B, Castells-Yus I, Vázquez 

Sufuentes S, Schuhmacher AJ. Epidemiology, diagnostic strategies, and 

therapeutic advances in diffuse midline glioma. J Clin Med. 2023;12(16):5261. 

 

3- Sejda A, Grajkowska W, Trubicka J, Szutowicz E, Wojdacz T, Kloc W, et al. 

WHO CNS5 2021 classification of gliomas: a practical review and road signs for 

diagnosing pathologists and proper patho-clinical and neuro-oncological 

cooperation. Folia Neuropathol. 2022;60(2):137-52. 

 

4- Di Ruscio V, Del Baldo G, Fabozzi F, Vinci M, Cacchione A, de Billy E, et al. 

Pediatric diffuse midline gliomas: An unfinished puzzle. Diagnostics (Basel). 

2022;12(9):2064. 

 

5- Infinger LK, Stevenson CB. Re-examining the need for tissue diagnosis in 

pediatric diffuse intrinsic pontine gliomas: a review. Curr Neuropharmacol. 

2017;15(1):129–133. 

 

6- Chico-Ponce de León F, Perezpeña-Diazconti M. Glioblastoma del puente. 

Gliomas pediátricos en la clasificación actual de los tumores del sistema nervioso 

central por la Organización Mundial de la Salud. Bol Med Hosp Infant Mex. 

2017;74(2):147–153. 

 

7- Mellai M, Annovazzi L, Bisogno I, Corona C, Crociara P, Iulini B, et al. 

Chondroitin sulphate proteoglycan 4 (NG2/CSPG4) localization in low- and high-

grade gliomas. Cells. 2020;9(6):1538. 

 

8- Pombero A, Garcia-Lopez R, Martínez S. Pericyte-glioblastoma cell 

interaction: A key target to prevent glioblastoma progression. Cells. 

2023;12(9):1324. 



 

48 

 

 

9- Martinez-Morga M, Garrigos D, Rodriguez-Montero E, Pombero A, Garcia-

Lopez R, Martinez S. Pericytes are immunoregulatory cells in glioma genesis and 

progression. Int J Mol Sci. 2024;25(10):5072. 

 

10- Pombero A, Garcia-Lopez R, Martinez S. Brain mesenchymal stem cells: 

physiology and pathological implications. Dev Growth Differ. 2016;58(5):469–

480. 

 

11- Pachocki CJ, Hol EM. Current perspectives on diffuse midline glioma and a 

different role for the immune microenvironment compared to glioblastoma. J 

Neuroinflammation. 2022;19(1):276. 

 

12- Li X, Ding Y, Zi M, Sun L, Zhang W, Chen S, Xu Y. CD19, from bench to 

bedside. Immunol Lett. 2017 Mar;183:86-95..  

 

13- Parker KR, Migliorini D, Perkey E, Yost KE, Bhaduri A, Bagga P, Haris M, 

Wilson NE, Liu F, Gabunia K, Scholler J, Montine TJ, Bhoj VG, Reddy R, Mohan 

S, Maillard I, Kriegstein AR, June CH, Chang HY, Posey AD Jr, Satpathy AT. 

Single-Cell Analyses Identify Brain Mural Cells Expressing CD19 as Potential Off-

Tumor Targets for CAR-T Immunotherapies. Cell. 2020;183(1):126-142.e17 

 

14- Kong D, Kwon D, Moon B, Kim DH, Kim MJ, Choi J, Kang KS. CD19 CAR-

expressing iPSC-derived NK cells effectively enhance migration and cytotoxicity 

into glioblastoma by targeting to the pericytes in tumor microenvironment. 

Biomed Pharmacother. 2024 May;174:116436.  

 

15- Rechberger JS, Porath KA, Zhang L, Nesvick CL, Schrecengost RS, Sarkaria 

JN, Daniels DJ. IL-13Rα2 status predicts GB-13 (IL13.E13K-PE4E) efficacy in 

high-grade glioma. Pharmaceutics. 2022;14(5):922.  

 

16- Thomas BC, Staudt DE, Douglas AM, Monje M, Vitanza NA, Dun MD. CAR 

T cell therapies for diffuse midline glioma. Trends Cancer. 2023;9(10):791-804.  

 



 

49 

 

17- Bodmer W, Golubovskaya V. Cancer immunotherapy: where next? Cancers 

(Basel). 2023 Apr 18;15(8):2358.  

 

18- Brown CE, Hibbard JC, Alizadeh D, Blanchard MS, Natri HM, Wang D, et al. 

Locoregional delivery of IL-13Rα2-targeting CAR-T cells in recurrent high-grade 

glioma: a phase 1 trial. Nat Med. 2024;30(4):1001–1012.  

 

19- Dynamic Contrast Enhanced MRI Detects Early Response to Adoptive NK 

Cellular Immunotherapy Targeting the NG2 Proteoglycan in a Rat Model of 

Glioblastoma Rygh CB, Wang J, Thuen M, Gras Navarro A, Huuse EM, 

Thorsen F, et al. Dynamic contrast enhanced MRI detects early response to 

adoptive NK cellular immunotherapy targeting the NG2 proteoglycan in a rat 

model of glioblastoma. PLoS One [Internet]. 2014;9(9):e108414.  

 

20 Caspani EM, Crossley PH, Redondo-Garcia C, Martinez S. Glioblastoma: a 

pathogenic crosstalk between tumor cells and pericytes. PLoS One. 

2014;9(7):e101402.  

 

21- Valdor R, García-Bernal D, Bueno C, Ródenas M, Moraleda JM, Macian F, 

Martínez S. Glioblastoma progression is assisted by induction of 

immunosuppressive function of pericytes through interaction with tumor cells. 

Oncotarget. 2017;8(40):68614-68626. 

 

  



 

50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

8. TABLAS, GRÁFICOS Y FIGURAS 

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios  
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Figura 1. Expresión de IL13Rα2 en GDI. 
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Figura 2. expresión de NG2 en la zona de avance de GDI 
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Figura 2. expresión de NG2 en la zona de avance de GDI 
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Figura 3. Cooptación vascular por el GDI 

 

 

Figura 4. Expresión de CD19 en el GDI 



 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 


