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RESUMEN

Junto a las formas clasicas, el oligodendroglioma incluye formas inusuales con aumento de
la actividad proliferativa, alteraciones vasculares, tumores mixtos (oligodendroastrocitoma) y
tumores con celulas eosindfilas.

El estudio con cultivo de tejidos nos ha permitido: a) confirmar el patron de crecimiento in
vitro, b) la expresién de GFAP en todos los casos cultivados, ¢) el caracter primario de la trans-
formacion eosindfila citoplasmica.

A la luz de este estudio, puede concluirse que: a) el patron in vitro del oligodendroglioma es
caracteristico y permite identificar este tipo tumoral sea cual sea el subtipo, b) la expresion de
GFAP es constante en todas las formas de oligodendroglioma, ¢) la tendencia a la maduracién
astrocitica parace ser una capacidad propia del oligodendrocito tumoral.

Palabras clave: Oligodendroglioma, cultivo de tejidos, tumores mixtos, oligodendrogliomas
eosinofilos, expresion de GFAP, transformacion astrocitica.

Oligodendroglioma and its variants study by tissue culture

SUMMARY

Oligodendroglioma includes not only classical tumors, but also unusual cases showing high
proliferative activity, vascular changes, mixed tumors (oligoastrocytoma) and tumors with eosi-
nophilic cells.

Tissue culture study of 14 oligodendrogloiomas show: a) the confirmation of their peculiar
growth pattern, b) the expression of GFAP in all cases, c) the progressive nature of the eosi-
nophilic changes in oligodendroglioma.

The following conclusions can be established: a) the specific behavior of all types of oligo-
dendroglioma, b) the constant expression of GFAP in vitro, c) the capability of oligodendrroglial
tumoral cells to exhibit astrocytic appearances.

Key words: Oligodendroglioma, tissue culture, mixed tumors, eosinophilic oligodendroglio-
mas, GFAP expression.
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Fig.1. Oligodendroglioma clasico. H-E 100x. Sabana de
células monomorfas, de ntcleo redondo y citoplasma
claro con neta membrana, intimamente adosadas unas a
otras (patrén en panal de abejas.
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Fig. 2. Oligodendroastrocitoma. H- E 200x. En la imagen
alternan células astrociticas de citoplasma amplio y
ndcleo lateralizado, con elementos redondos de clara
apariencia oligodendradglica.

El oligodendroglioma es un tumor de caracte-
risticas morfoldgicas bien definidas que rara vez
se confunde con otras neoplasias (fig. 1). Esto
sucede en el 80% de los casos, ya que en un
20% de ellos, las imagenes pueden variar por
diversas causas recogidas bajo el termino de oli-
godendrogliomas inusuales (1). Entre estos ulti-
mos se consideran los siguientes grupos:

1. Tumores con degeneracién mucoide cito-
plasmica, fendmeno presente tanto en la oligo-
dendroglia normal como tumoral (2).

2. Oligodendrogliomas clasicos a) con mito-
sis por encima de lo habitual, b) con células
gigantes, c) con zonas fusocelulares y, especial-
mente d) con células eosindfilas (3-5) (fig. 2).
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Fig. 3. Oligodendroglioma eosindfilo. H-E 200. El tumor
mantiene la disposicion arquitectonica en sabana, con
células monomorfas de nucleo redondo. Sin embargo, el
citoplasma es opaco y eosindfilo, faltando la imagen en
«huevo frito».

3. Oligodendrogliomas polimorfos y anaplasi-
cos (3,6).

4. Los tumores mixtos oligodendroastrocito-
mas (7,8) (fig. 3).

Por otra parte, cada vez tomando mas cuerpo
que, entre los gliomas hipocelulares de bajo gra-
do, el numero de oligodendrogliomas es mayor
de lo que se venido suponiendo (9).

Los modernos métodos, especialmente la bio-
logia molecular y la genética (10,11) tampoco
han sido capaces de clarificar este tema total-
mente, de modo que en la actualidad, la proble-
matica puede resumirse del siguiente modo.

1. La naturaleza de los tumores oligodendro-
glicos carentes de imagen en panal de abejas,
con células eosindfilas.

2. La histogénesis de los tumores mixtos.

3. Los tumores oligodendroglicos anaplasi-
cos, no diferenciables del glioblastoma, si no
contienen areas en panal de abejas.

Esta problematica obliga al establecimiento
de unos parametros capaces de definir con un
grado maximo de fiabilidad, el patron celular pro-
pio del oligodendroglioma.

Dentro de la metddica anatomopatoldgica, el
cultivo de tejidos a corto plazo ha sido utilizado
rara vez (12-18) pero presenta una serie de ven-
tajas que se han centrado en los siguientes pun-
tos:

1. Obtencion de una poblacién celular pura o
casi pura.
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Tabla |
Caso 1 N. Cultivo Edad Sexo Localizacion Diagnéstico
1 612 45 M Frontal dcho. Clasico
2 739 50 M Frontal dcho. Clasico
1042 52 M Frontal dcho. Clasico
3 876 43 M Frontal izq. Clasico
4 1041 51 Vv Frontal dcho. Clasico
5 1414 11 M Parietal dcho. Clasico
6 1323 40 \ Temporal izq. Clasico
7 1856 44 \Y, Frontal izq. Clasico
8 139 42 M Frontal izq. Mixto
9 762 54 \ Temporal dcho. Mixto
10 1024 64 \Y, Parietal dcho. Mixto
11 1827 51 \ Frontal izq. Mixto
12 342 49 \ Temporal dch. Eosindfilo
596 51 \Y Temporal dcho. Eosindfilo
13 555 33 \ Parasagital izq. Eosindfilo
14 1513 55 \ Temporal dcho. Eosindfilo
* Recidiva a los dos afios.
* Recidiva a los dos afos.

2. Desarrollo de las estructuras primarias pro-
pias del tumor con desaparicion de las estructu-
ras terciarias y, en gran parte de las secundarias.

3. Posibilidad de un cierto grado de redife-
renciacion in vitro (nomicoplasia) (19,20).

En este trabajo tratamos de establecer un
patron in vitro caracteristico de este tipo de
tumor capaz de ser utilizado como criterio de
identificacion para los distintos tipos de oligoden-
droglioma, tanto para las formas clasicas, como
para las formas inusuales.

MATERIAL Y METODOS

Para el presente trabajo se han utilizado 14
oligodendrogliomas procedentes del Laboratorio
de Cultivo de Tejidos del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital General Universitario
Gregorio Marafdn (Madrid) cuyas caracteristicas
clinicas se detallan en la tabla I. De ellos, 7
casos presentaron un tipico patrén en panal de
abejas, 4 casos respondieron al patron mixto de
oligodendroastrocitoma y 3 mostraron células
ricas en citoplasma eosindfilo y opaco.

Los casos fueron estudiados con métodos con-
vencionales (H-E), inmunohistoquimica y, eventual-
mente, con métodos argénticos segun Rio Hortega.

Para el estudio con cultivo de tejidos se utili-
zaron explantos en tubos rotatorios con arreglo a
la técnica de Gey modificada por Kersting (14),
tal y como ha sido descrita por nosotros en pre-
vias publicaciones en esta misma Revista (21),
plantandose un total de 10 tubos por caso. Cada
tercer dia se extrajo un tubo, fijandose en alco-
hol-formol y tinéndose con hematoxilina-eosina.
Un explanto de cada tubo se estudio con méto-
dos inmunohistoquimicos, con suero anti GFAP y
proteina S-100.

Uno de los casos fue estudiado por medio de
la cinematografia time-lapse con arreglo a las
pautas previamente expuestas por Escalona y
Diaz Nau (22).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos deben separarse en
tras apartados, dependiendo de las imagenes
convencionales de los tumores.

El primer grupo formado por 7 casos ofreci6 la
imagen microscopica mondtona habitual en panal
de abejas, baja actividad proliferativa y vasculari-
zacion sin alteraciones. La conducta in vitro de
estos 7 casos fue similar, observandose una emi-
gracion lenta, de células pequefias, poligonales o
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Fig. 4. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al
sexto dia de explantacion. H-E 200x. Borde de la emi-
gracion inicial con células pequefas con escasas prolon-
gaciones y citoplasma opaco.
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Fig. 5. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al
noveno dia de explantacion. H-E. 400x. Las células emi-
gradas van desarrollando expansiones finas y no muy
abundantes, manteniéndose a veces agrupadas.

piriformes, de nucleo redondo y citoplasma claro,
manteniéndose, en los primeros dias, la primitiva
imagen en huevo frito (figs. 4 y 5). Estas células
emigraron rapidamente del explanto en forma
radial, mostrando un citoplasma ya escaso y bri-
llante con Optica de fases (fig. 6), perdiéndose
poco a poco la imagen en huevo frito inicial, al
tiempo que desarrollaron expansiones escasas y
lisas, que emergian del citoplasma bruscamente
ramificandose en forma de angulo.

Al emigrar del explanto, las células tendian a
asociarse en pequenos grupos, los llamados
«cClusters», rodeados por las expansiones citoplas-
micas. Caracteristicamente, en el seno de la trama
celulofibrilar, van a apareciendo poco a poco areo-

: ¥ v
Fig. 6. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al
decimosegundo dia de explantacion. Contraste de fases
600x. Las células emigradas muestran un soma muy refrin-
gente con prolongaciones escasas, finas y divergentes.
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Fig. 7. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al
vigesimoprimer dia de explantacion. H-E 100x. En el cen-
tro de la areola figura una agrupacion células de siete célu-
las que emiten sus expansiones hacia la periferia (cluster).

las delimitadas por haces de expansiones, en cuyo
interior quedan a veces pequefios grupos de 4 a 6
células que emiten sus expansiones hacia los limi-
tes de la areola (figs. 7 y 8). Por medio de la micro-
cinematografia, puede comprobarse la actividad
pulsatil y la tendencia de los oligodendrocitos del
interior de las areolas a desplazarse, incorporan-
dose a la masa densa de la periferia, al tiempo que
otras salen de estas areas fibrilares para incorpo-
rarse a los clusters de las areolas.

Todos los casos de este grupo han expresado
GFAP, mientras que la expresion de proteina S-
100 ha sido mas irregular (fig. 9).

Los casos 8, 9, 10 y 11, que mostraron una
poblacion doble en el estudio convencional, pre-
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Fig. 8. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al vige-
simoprimer dia de explantacion. Contraste de fases 100x. El
desarrollo de areolas en el area de emigracion es muy abun-

dante y caracteristico. Entre ellas figuran las células tumora-
les mezcladas con sus prolongaciones, formando tractos.

e
Fig. 9. Oligodendroglioma clasico. Cultivo de tejidos al
vigesimocuarto dia de explantacion. GFAP 200x. Las
células tumorales muestran expresion de GFAP.
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sentaron un patrén de crecimiento oligodendrogli-
co, ahadiéndose un segundo patron astrocitico. El
componente oligodendroglial mostro de nuevo,
una emigracion radial, lenta, de pequefas células
con expansiones delgadas y escasas y tendencia
a la formacion de «clusters». En el caso del com-
ponente astrocitario, la emigracion fue mas rapida,
con células de mayor tamano, inicialmente bipola-
res y mas tarde estrelladas, con gruesas prolonga-
ciones formando una trama fibrilar mas densa que
la de las areas oligodendrogliales (fig. 10).

La expresion de GFAP ha sido positiva en
ambas poblaciones celulares.

Los casos 12, 13 y 14, correspondientes a oli-
godendrogliomas eosindfilos, muestran un creci-

R j :
Fig. 10. Oligodendroastrocitoma. Cultivo de tejidos al
decimooctavo dia de explantacion 200x. El explanto
muestra una poblacion doble, con células pequenas, de
evidente naturaleza oligodendrdglica y células mayores,
de aspecto astrocitico, con soma estrellado y ntcleo late-
ralizado, como la del centro de la imagen. La edad del
explanto permite excluir que se trate de astrocitos inclui-
dos y arrastrados durante la emigracion.
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Fig. 11. Oligodendroglioma eosindfilo. Cultivo de tejidos
el decimoquinto dia de explantacién. H-E 100x. Las célu-
las emigradas muestran una tendencia a formar agrupa-
ciones mds acusada que en las formas clasicas y en
ellas persiste la opacidad y eosinofilia citoplasmicas.
Obsérvese la longitud y finura de las expansiones, carac-
teristicas de los oligodendrogliomas.

miento semejante al de las formas clasicas, pero
con células de tamafio mayor, con un nucleo
generalmente desplazado y un citoplasma abun-
dante, opaco y eosindfilo. En estos casos, ha
sido muy constante la tendencia a la asociacion
en forma de grupos celulares, de los que emer-
gen expansiones largas y escasas (fig. 11).

La expresiéon de GFAP ha sido también inten-
sa en todos los casos.
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DISCUSION

El empleo del cultivo de tejidos para el estu-
dio del oligodendroglioma se remonta a los tra-
bajos de Russell y Bland (12) que describieron el
patron de crecimiento in vitro y, por primera vez,
la actividad pulsatil de la oligodendroglia tumoral,
mas tarde comprobada en material tumoral
(17,22) y en la oligodendroglia normal (13). Mas
tarde, Kersting (14-16) aporté la mayor casuisti-
ca, confirmando el patréon de crecimiento, esta-
bleciendo la diferenciacion in vitro entre neopla-
sias astrocitarias y oligodendréglicas y apuntan-
do la posible naturaleza glioblastomatosa de los
glioblastomas de células redondas.

La conducta in vitro del oligodendroglioma cla-
sico esta definida por un crecimiento inicial radial,
lento, de pequefhas células redondeadas o poli-
gonales, de nucleo redondo, frecuentemente
excéntrico y citoplasma escaso, rapidamente,
estas células pierden el halo claro perinuclear,
asemejandose a los oligodendrocitos normales al
tiempo que emiten escasas expansiones cito-
plasmicas muy finas. Estas células tienden a aso-
ciarse en pequefos grupos rodeados de numero-
sas prolongaciones, hasta que entre ellas se for-
man areolas en cuyo seno quedan, a su vez,
grupos de oligodendrocitos aislados que parecen
«colgar» por sus prolongaciones de los limites de
la areola. Este patron de crecimiento se mantiene
ya inalterable hasta el fin del cultivo y se repite
monotonamente en todos los casos estudiados.

La microcinematografia time-lapse no sélo
permite demostrar la actividad pulsatil, sino los
desplazamientos celulares, merced a los cuales,
oligodendrocitos situados en el interior de las
areolas se dirigen hacia la periferia y se integran
en la red de prolongaciones, siendo sustituidos,
a su vez, por otros procedentes de los limites de
las areolas que pasan a integrarse en los grupos
del interior de ellas (22).

Los tumores mixtos muestran un patrén in vitro
semejante en lo que se refiere al componente oligo-
dendroglico, con una emigracion lenta de células
que pronto se asocian en grupos y desarrollan are-
olas entre las fibras. Por su parte, la poblacion astro-
citica se desarrolla siguiendo el patrén clasico de
emigracién mas rapida, disponiéndose inicialmente
en forma radial con células bipolares de mayor

tamafo, para transformarse rapidamente en ele-
mentos estrellados dispuestos con arreglo a un un
patron reticular (21,23). Estos dos tipos de creci-
miento pueden disponerse en forma independiente,
0 mezclados en el interior de la misma colonia, si
bien lo mas frecuente es la formacion de pequefios
acumulos que proliferan en forma independiente.
Los tres casos eosindfilos estudiados con culti-
vo de tejidos, reproducen también la morfologia
celular de este tipo de tumor (1), con emigracion
celular lenta de células redondeadas o poligonales
de mayor tamano que las de los oligodendroglio-
mas clasicos, con un nucleo redondo y excéntrico
y un citoplasma opaco, eosindfilo y panzudo. La
asociacion células es reticular pero con una situa-
cion celular mas laxa que en los otros casos. La
formacién de grupos de escasas células con pro-
longaciones largas y divergentes es aqui maxima.
Uno de los fendmenos mas llamativos de
nuestros cultivos de oligodendreoglioma ha sido
la constante expresion de GFAP. Efectivamente,
a partir de los dias 9-12 de explantacién , todos
los casos han desarrollado esta expresion, la cual
se ha mantenido hasta el final de la vida del culti-
vo. Igualmente, se ha demostrado esta expresion
en cultivos permanentes en monocapa de oligo-
dendrogliomas (24). Como consecuencia, este
fendmeno puede ayudar a la comprension de las
relaciones entre astrocitos y oligodendrocitos y
de las formas inusuales de oligodendroglioma.
Clasicamente, la conducta inmunohistoquimi-
ca del oligodendroglioma clasico presenta una
constante falta de expresién de GFAP en sus
células. Sin embargo, se ha venido insistiendo
en la capacidad de algunos tumores para expre-
sar este marcador preferente para células astro-
citicas (25,26). El propio componente astrocitico
de los tumores mixtos posee, como era de espe-
rar, esta capacidad e, igualmente, los oligoden-
drogliomas eosindfilos son positivos a la GFAP.
Esta existencia de células GFAP positivas en
los oligodendrogliomas ha sido interpretada
variablemente, Wilkinson (27) considera cinco
tipos de células de las que los dos primeros
corresponderian a astrocitos incluidos proceden-
tes de la periferia tal y como han sido descritos
(28), los grupos 3 y 4 serian oligodendrocitos
gliofibrilares y el grupo 5 estaria formado por
auténticos astrocitos o células intermedias entre
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ellos y oligodendroglia. Nakagawa (29) describe
solo tres tipos, de los que el primero correspon-
deria a los astrocitos incluidos ya citados, el 2 a
auténticos astrocitos neoplasicos y el 3 a oligo-
dendrocitos neoplasicos con expresion de GFAP.

En una amplia revisién del tema (30) se ha
demostrado que, independientemente de los
numerosos astrocitos no tumorales incluidos en
los oligodendrogliomas, la expresion de GFAP es
muy frecuente en los oligodendrocitos tumorales y
comienza por un delicado halo perinuclear, exten-
diéndose mas tarde a las expansiones, para, ir
aumentando de su tamafno poco a poco, hasta
transformarse en células con gruesas expansio-
nes GFAP positivas, con la morfologia de la lla-
mada oligodendroglia gliofibrillar o minigemistoci-
tos. Las peculiares caracteristicas del oligoden-
droglioma eosindfilo han sido atribuidas al
deposito de vacuolas autofagicas (5) y por lo tan-
to se le ha atribuido un caracter involutivo. Por el
contrario, Meneses y cols. (31) han demostrado
que la eosinofilia y opacidad dependen del desa-
rrollo de microfilamentos semejantes a los fila-
mentos intermedios de los astrocitos. Esto supone
la confirmacion del caracter no involutivo de la
célula eosindfila, tal y como ha sido descrito por
nosotros en base al cultivo de tejidos (1). Este
fendmeno de la formacion de fibrillas en los oligo-
dendrocitos ha sido ya descrito en procesos no
neoplasicos (32) y como sustrato de la esclerosis
neuréglica de las leucodistrofias metacromaticas
(33,34). De modo que parece lo mas probable que
bajo determinadas condiciones, la oligodendroglia
puede desarrollar caracteristicas astrociticas.

Asi, la relacion entre oligodendroglia y astro-
glia parece ser mas intima de lo que se ha veni-
do considerando sobre bases tradicionales. Ini-
cialmente, se ha considerado que los tumores
mixtos dependen de la existencia de una pobla-
cion tumoral doble que creceria variablemente
mezclada pero, poco a poco, han ido surgiendo
criterios mas uncistas, habiéndose demostrado
la doble diferenciacion hacia astrocitos u oligo-
dendrocitos en cultivos de células primitivas
sometidos a diferentes medios nutritivos (35, 36).
Igualmente, se ha descrito la existencia de dos
lineas celulares a lo largo del desarrollo del sis-
tema nervioso central, de los que una, con anti-
geno Ran-2 y carente de antigeno A2 B5 evolu-

cionaria en sentido astrocitico, en tanto que la
otra, carente de antigeno Ran-2 y que posee
antigeno A2B5, podria evolucionar tanto hacia
una poblacién astrocitica como oligodendrdglica
(37). Estos trabajos reciben un cierto apoyo en la
demostracién de una fase temporal de la oligo-
dendroglia medular fetal en la que estas células
son capaces de expresar GFAP (38). Parece
pues, que la oligodendroglia tumoral es capaz de
expresar constantemente GFAP y que esta
capacidad puede explicar la apariciéon de este
fendmeno en los tumores derivados de esta
linea celular, no solo en sus formas clasicas sino
en los tumores mixtos y en los eosindfilos.

Sobre estas bases, creemos que pueden
establecerse las siguientes conclusiones:

1. Existe un patron de comportamiento in vitro
caracteristico del oligodendroglioma caracteriza-
do por: a) emigracion lenta de pequenas células
provistas de expansiones escasas y finas; b) aso-
ciacion celular reticular; c¢) formaciéon de grupos
celulares situados en el interior de areolas; d)
expresion de GFAP; e) actividad pulsatil y des-
plazamientos celulares de las células de los gru-
pos hacia las areas reticulares y viceversa.

2. Este patron, incluida la expresion de GFAP,
persiste en las areas oligodendrdglicas de los tumo-
res mixtos y en los oligodendrogliomas eosindfilos.

3. Los oligodendrogliomas clasicos, los
tumores oligodendrdglicos eosindfilos y los oligo-
dendroastrocitomas parecen representar grados
progresivos de transformacién astrocitica de la
misma linea celular.
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