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Resumen

La biopsia implica la extraccion quirirgica de una muestra de tejido para su examen anatomopatoldgico. La mayoria de los tumores
intraoculares se pueden diagnosticar mediante la exploracién clinica o con técnicas diagndsticas no invasivas. Sin embargo, en un
pequeno porcentaje de tumores el diagndstico puede ser dificil, y se requiere una biopsia tisular para establecer el diagnéstico defi-
nitivo y planificar el tratamiento preciso. A continuacion, se van a repasar las técnicas de diagndstico citolégico tumoral intraocular:
desde la aspiracion de fluidos oculares y la vitrectomia diagndstica hasta la puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF).

La técnica mas utilizada es la PAAF, tiene una seguridad diagnéstica y un rendimiento elevados, por lo que estd ganando popula-
ridad en el diagnéstico conservador del globo ocular y en el prondstico genético de estos pacientes. La técnica e instrumentacion
necesaria para realizarla varia en cada caso, dependiendo de la localizacién anatémica (la retina, la coroides, el espacio subretiniano,
el vitreo, y el acuoso), el diagnéstico de sospecha, el tamano, la presencia de desprendimiento de retina y la transparencia de los
medios oculares. El citopatdlogo tiene un papel determinante en el diagndstico, y su ayuda juega un papel clave en la direcciéon y la
planificacion del tratamiento.

Resum

La biopsia implica l'extraccié quirdrgica d’'una mostra de teixit per 'examen anatomopatologic. La majoria del tumors intraoculars es
poden diagnosticar mitjangant I'exploracio clinica i/o amb técniques diagnostiques no invasives. Malgrat tot, en un petit percentatge
de tumors el diagnostic pot esdevenir dificil i es necessita una biopsia tissular per establir el diagnostic definitiu i planificar el trac-
tament precis. Repassem les técniques de diagnostic citologic tumoral intraocular: des de I'aspiracié de fluits oculars, la vitrectomia
diagnostica fins a la puncié-aspiracié amb agulla fina (PAAF).

La més utilitzada, la PAAF té un rendiment i una seguretat diagnostiques elevades, per aixo esta guanyant popularitat en el diag-
nostic conservador de 'ull i en el pronostic genétic d’aquests pacients. La técnica i instrumentacié necessaria per realitzar-la varia
depenent de la localitzacié anatomica (retina, coroide, espai subretinia, I'hnumor vitri, i I'humor aqués), el diagnostic de sospita, el
tamany, la presencia de despreniment de la retina, i de la transparéncia dels mitjans oculars. El citopatoleg té un paper determinant
en el diagnostic i la seva ajuda té un paper clau en la direccié i planificacié del tractament.

Abstract

Biopsy implies the surgical extraction of a sample for histopathologic examination. The majority of intraocular tumors can be diagnosed
by means of clinical evaluation with or without non-invasive diagnostic technologies. Nevertheless, in a small percentage of tumors
the diagnosis can be difficult a biopsy tissue can be mandatory to establish the definitive diagnosis and to plan the precise treatment.
We revise the techniques for cytological diagnosis of intraocular tumour: from aspiration of ocular fluids, diagnostic vitrectomy, to
fine needle aspiration biopsy (FNAB).

FNAB is the most used technique and is gaining popularity in the conservative diagnosis of the eyeball and in genetic prognosis of
these patients. The technology and instrumentation necessary for FNAB depends on the anatomical location (retina, choroid, subretinal
space, vitreous humor, and agueous humor), diagnosis of suspicion, size, presence of retinal detachment, and transparency of ocular
media. The citopathologist has a determinant role in the diagnosis and has key paper in the direction and planning of the treatment.
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Introduccion

La biopsia implica la extraccién quirdrgica de una muestra de
tejido para la evaluacién anatomopatoldgica. La mayoria de los
tumores intraoculares se diagnostican de forma fiable con la
exploracion clinica y las técnicas diagndsticas no invasivas, pero
en un pequefio porcentaje de los casos se requiere la biopsia
del tejido, para establecer el diagnéstico definitivo y planificar el
tratamiento preciso.

Indicaciones, contraindicaciones y
limitaciones

Indicaciones

Existen casos dudosos donde la clinicay las pruebas diagnosticas
no son capaces de proporcionar el diagnéstico, lo cual ocurre
solo en el 2,5% de los casos': presentaciones atipicas, opacidad
de medios, sospecha de metéstasis sin tumor primario conocido
y la peticion expresa de un diagndstico citogenético por parte
del paciente.

Contraindicaciones

— Masa o masas coroideas con un diagnoéstico bien
establecido.

— Diagnostico diferencial de las lesiones melanociticas
pequenas (con menos de 2,5 mm de espesor).

— Lesiones en las que se planea su reseccion.

— Bl retinoblastoma es una contraindicacion relativa,
debido al riesgo de diseminacion extraocular.

Limitaciones

— Que la muestra sea insuficiente debido a la celularidad
limitada obtenida, o falso negativo (-), a causa de la
heterogeneidad celular del tumor, lo cual no debe ser
considerado de forma inequivoca como prueba de
ausencia de malignidad.

— Que sea falso positivo (+), lo cual puede suceder en el
melanocitoma y en el nevus epitelioide?, debido a la
presencia de células epitelioides, consideradas malignas
de manera tradicional, en algunos de estos casos.

Técnicas e instrumentaciones

Desde la excision quirdrgica hasta la puncion aspiracion con aguja
fina (PAAF), se han publicado varias técnicas en la literatura. A
continuacién, se van a abordar las técnicas bésicas de diagnostico
citoldgico en los tumores intraoculares: la aspiracion de fluidos
oculares (acuoso, vitreo), la vitrectomfa diagnéstica y la PAAF.
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La técnica empleada dependera del tejido afectado, del diagnos-
tico de sospecha, del tamafio y la localizacion de la masa, y de la
presencia del desprendimiento de la retina asociado o de la opa-
cidad de medios. El citopatélogo tiene un papel muy importante
para ayudar en el diagnostico y pronostico de estos pacientes.

Tumores de iris

Para el aspirado de acuoso se emplea una aguja de 26 a 30 G,
a través de la cérnea y el limbo, mediante un angulo de 45-90°
sobre la superficie del tumor, se aspiran unos 0,5 mL de acuoso?.
Aunque otros autores abogan por la insercion directa sobre el
tumor, cuando lo que se pretende es realizar una PAAF* (Figura 1).

Por lo general, en toda PAAF, el aspirado celular se realiza mante-
niendo la presién negativa en la jeringa, conectada a la aguja hasta
que esta se extrae del ojo. En las neoplasias que simulan uveitis
o infecciones en la cdmara anterior, es mas comun la realizacién
de un aspirado o paracentesis (Figura 2), mientras que en otros
casos, es posible usar un abordaje a través de la vitrectomia. En
casos de sospecha de retinoblastoma atipico, se debe realizar
con extrema precaucion, para evitar la diseminacién extraocular®,

Tumores de segmento posterior

— Abordaje transescleral: indicado en tumores del cuerpo
ciliar o en la coroides anterior. Se utiliza una aguja de
calibre fino (25/26/27 G), conectada o no a una via
alargadera (recomendable para evitar que la tracciéon
ejercida por el ayudante cuando realiza el vacio en la

—_—

Figura 1. (A) Técnica de citologfa de acuoso (aspirado), para tumores iridianos. La
puncion se realiza por la cérnea, con una angulacion de 45 sobre la zona donde
asienta la tumoracion. (B) Técnica de PAAF en un tumor iridiano. Cuando lo que
se pretende es practicar una PAAF directa sobre el tumor, la entrada se realiza por
el limbo, de forma paralela al plano de iris, a 90° del meridiano del tumor, y sin
llegar a la pupila, para evitar traumatismos del cristalino.
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Figura 2. Caso clinico. (A) Mujer de 69 afos con sindrome de mascarada, a la que
se le habian realizado lavados previos de la cdmara anterior (-) para microbiologfa.
(B) Derecha Superior. En la citologia realizada mediante paracentesis, se aprecia
una gran celularidad monomorfa, con un nicleo redondo y un nucléolo patente.
(C) Derecha inferior. La tincién inmunocitoquimica confirma la positividad de todas
las células frente a un antigeno comun leucocitario CD45 y para estirpe linfoide
B CD20, que son compatibles con un linfoma de células B.

Video 1. Abordaje transescleral.

jeringa no se traduzca en un movimiento de la aguja
indeseado dentro del tumor). Se realiza un flap escle-
ral de 3 mm?, de 80% de profundidad, y se practica la
incision con la aguja en su lecho® (Figuras 3y 4). Se
recomienda marcar previamente en la aguja, con un
rotulador dérmico, el espesor tumoral mayor, para
evitar traspasar la retina, aunque existen agujas de 25 G
marcadas milimétricamente que pueden cumplir esta
funcién’ (Video 1). Es preferible presuturar el flap antes
de realizar la PAAF, para poder cerrar inmediatamente
después y evitar la diseminacion (Figura 4). También
es recomendable realizar dicha técnica justo antes del
implante de placa de braquiterapia y, en este caso, se
deben tener las suturas de la placa preparadas antes
de la puncion.


http://www.annalsoftalmologia.com/cursos/58/videos/CDS_2018_videos/CAP4.8.biopsias-oculares_video1.mp4
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Figura 3. Técnica de PAAF para citologia de tumores de segmento posterior. (A)
(izquierda) Abordaje transescleral. Indicado en tumores por delante del ecuador
del ojo, realizada mediante una ventana o flap escleral. (B) (derecha)Abordaje
transvitreo. Indicado en tumores por detras del ecuador. La puncién no requiere
de ventana escleral y se realiza a 4 mm del limbo esclerocorneal. La visualizaciéon
del trayecto de la aguja se puede realizar a través de la pupila dilatada, por via
de oftalmoscopia indirecta (se ve la imagen invertida, lo cual le anade mayor
dificultad), o mediante microscopio quirlrgico y sistema de inversion de imagen.
La aspiracion del material celular se puede realizar de manera manual mediante
una jeringa y una alargadera, como se puede apreciar en laimagen (recomenda-
ble), o mediante un sistema de aspiracién automatizada como la del vitrectomo.

— Abordaje transvitreo: indicado en tumores posteriores.
Se utiliza una aguja 25 a 30 G larga, conectada a una
alargadera (Figura 3). Se incide desde el lado contrario
a 180°y a 4 mm del limbo, mediante el control bajo
oftalmoscopio indirecto o microscopio quirdrgico®,
En el caso de los tumores planos, se puede doblar la
aguja 909, para permitir una entrada tangencial en el
tumor, aunque se debe evitar la técnica en las lesiones
que sean poco elevadas. Una vez que la aguja se ha
insertado en el tumor, bajo control visual, se puede
rotar alrededor de su eje para obtener mas material, y
una vez aspirada la cantidad celular necesaria, se debe
mantener la presién negativa en la jeringa, hasta que
la aguja salga del ojo, para que no se produzca una
diseminacion. La extraccion de la aguja se tiene que
realizar con un movimiento rapido, con el objetivo
de evitar la hipotonia (Video 2). Si esta se produce, se
puede inyectar una solucion salina balanceada en la
cavidad vitrea.

— Vitrectomia: este abordaje se realiza mediante una
vitrectomfa estandar de tres puertos, con sistemas de
microincision (a ser posible, 25y 27 G) y canulas valvu-
ladas. Después de realizar una vitrectomia completa, se

Figura 4. Detalle del procedimiento de realizacién de la ventana o flap escleral,
que es de una profundidad del 80% de la esclera (A) (Izquierda). Hay que presuturar

antes de hacer la puncién (B) (Centro) y se debe suturar inmediatamente tras la
extraccion de la muestra mediante la PAAF (€) (Derecha).

Video 2. Abordaje transvitreo.

selecciona un area elevaday avascular del tumor, que se
incide con el mismo vitrectomo en modo de corte o con
un miringotomo o cuchillete MVR. Con el vitrectomo,
se penetra en el tumor, por lo general, con una tasa de
corte baja (aproximadamente 100 cortes por minuto)®
(Video 3). El material se extrae del vitrectomo o por via
retrébgrada, mediante la infusion de aire con una jeringa
por la via de aspiracion de este. Hay que dejar gotear
el material por la punta del vitrectomo a un recipiente
estéril, o directamente, mediante una jeringa, desde la
via de aspiracion del vitrectomo. También esta indicada
en tumores posteriores y, de forma especifica, en el lin-
foma vitreorretiniano primario (LVRP)'°. Permite obtener
muestras mas celulares que las obtenidas con la PAAF,
pero tiene mas complicaciones. Es especialmente Util
en el caso de que sea necesaria la extirpacion del vitreo.
La retinotomia producida por la puncion es pequena,
y por lo general no requiere taponamiento con gas ni
tratamiento con fotocoagulacion'.
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Video 3. Biopsia mediante vitrectomia + endotermoterapia.

Complicaciones

La PAAF es una técnica establecida para el diagnéstico de tumores
intraoculares desde que Jakobiec publicara una serie en 1979.
Actualmente se obtienen unas tasas de entre el 61y el 95% de
seguridad y fiabilidad, tanto con el abordaje transescleral como
con el transvitreo'', Sin embargo, la principal causa de la baja
utilizacion de la biopsia intraocular es su caracter invasivo y el ries-
go de diseminacion tumoral que conlleva', que se ve disminuido
cuando se realiza con manos expertasy un calibre de aguja fino.

Otras complicaciones locales son: la hemorragia en el sitio de
puncion (Figura 5), que tipicamente aclara en pocos dias; la
hemorragia vitrea y subretiniana, que ocurre entre el 9 y el 13%
de los casos con una disminucién transitoria de la visién; y otras
tedricas como el desprendimiento de retina, la endoftalmitis y la
diseminacion sistémica, con muy baja incidencia (<1%)'>".

Los métodos para evitar la potencial diseminacién sistémica de
la puncién incluyen la aplicacion de crioterapia o torunda de al-
godon, impregnada en alcohol absoluto en el punto de entrada
escleral, y en el abordaje transescleral, la realizacion de la escotilla
escleral y su sutura, preferiblemente, en el momento de la inser-
cién de una placa radiactiva®.

Preparacion citologica de las muestras

En el momento de extraer la aguja del tumor, se deben tener en
cuenta las siguientes precauciones: mantener la presién negativa
en lajeringa (evita el reflujo y la consecuente pérdida de células y
su diseminacion), el lavado profuso de la jeringa, la via y la aguja
para extraer todo el material posible, y su envio rapido al labora-
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Figura 5. (Superior) (A) Complicaciones locales tras practicar una PAAF. Hemorra-
gia local tras la PAAF transvitrea, en un paciente con sospecha de metéstasis, sin
tumor primario conocido, a pesar del estudio de extension. En el corte realizado
con la tomograffa de coherencia dptica, se aprecia la retinotomia resultante de
pequeno tamano. (Inferior) (B) Aspirado celular obtenido después de realizar
una PAAF transvitrea. Estudio citolégico compatible con el diagndstico de un
adenocarcinoma pulmonar secretor oculto (corresponde al caso del video del
abordaje transvitreo, Video 2).

torio (en especial, en el caso del linfoma cuyas células sobreviven
poco tiempo). El material celular que se remite a citologia puedeir:

— En fresco: en portas, mediante extension directa, seca-
dos al aire.

— Fijado: en suspension, en fluido de citologia liquida,
como Cytolyt® u otro medio de transporte (Figura 6).

Para el procesado, los portas secados al aire se tifien mediante la
técnica de Diff-Quick, mientras que la suspension en el liquido
fijador se somete a técnicas de concentracion celular (citospin)
y tincién con Papanicolaou vy, si fuera necesario, se les realiza
una inmunohistoquimica. Es fundamental la interpretacion por
un citopatodlogo experimentado, debido al escaso rendimiento
celular que se obtiene en ocasiones.

Diagndstico citogenético en el
melanoma uveal

La citologia en el melanoma uveal muestra los caracteristicos
granulos de melanina, que aparecen en casi el 80% de los casos,


http://www.annalsoftalmologia.com/cursos/58/videos/CDS_2018_videos/CAP4.8.biopsias-oculares_video3.mp4

Figura 6. (A) Extraccion de la muestra celular de la aguja y la via. Lavado retré-
grado profuso de la aguja y la via utilizadas en la puncién mediante aire (cuando
se requiere secado en porta) o mediante CytoLyt® media (cuando se requiere la
muestra fijada). En cada procedimiento, se pueden requerir de una a mas puncio-
nes para la muestra en fresco (porta) y una o mas punciones para la muestra fijada
(CytoLyt®). (B) Medio de transporte para el procesamiento, tincion y diagndstico
citoldgico usado en el centro del Hospital Universitario La Paz (CytoLyt®, Hologic
Inc, Marlborough, MA, USA) (C) Portas con una muestra en fresco y frascos con
muestra fijada en CytoLyt®.

y la atipia caracteristica de las células malignas'®. Existen tres
tipos celulares, lo cual nos permite la clasificacion del melanoma
uveal en tres variantes: fusiforme, mixto y epitelioide (clasificacion
modificada de Callender).

El tipo epitelioide esta relacionado con la metastasis a distanciayy,
segun el porcentaje de células epitelioides presentes, nos ayuda
en el prondstico de estos pacientes'’, aunque estas células sola-
mente aparecen en menos del 2% de los casos'®.

Mayor rentabilidad prondstica en esta patologia se obtiene
mediante el estudio de estas células con un simple cariotipo. La
monosomia del cromosoma 3 aparece en el 56% de los casos, y
diferentes estudios demuestran que el 24% de los pacientes desa-
rrollan metastasis al cabo de 3 anos'®. Otras malformaciones, como
la pérdida del 8p o del 6qy la ganancia del 8q, se encuentran en

4.8. Biopsias intraoculares

mayor riesgo de enfermedad metastasica. En general, estas altera-
ciones estan relacionadas directamente con el tamafio tumoral'®,

Otras técnicas moleculares mas sofisticadas y comercialmente
disponibles para el prondstico del melanoma uveal son: la fluo-
rescencia por hibridacion in situ (FISH), la MLPA (multiplex liga-
tion-dependent probe amplification), SNP array (single-nucleotide
polymorphism) o, mas recientemente, con gene expression profi-
ling (GEP). Esta Ultima técnica mide la expresion en ARN mensajero
de multiples genes y nos permite clasificar el melanoma uveal
en dos subtipos: de clase 1 (con bajo riesgo de metéstasis) y de
clase 2 (con alto riesgo)'. Quizas las técnicas citogenéticas mas
rentables son la MLPA y el GEP, ya que ambas requieren menos
de 200 células™.

Diagnéstico inmunohistoquimico en los
tumores intraoculares

Las técnicas inmunohistoquimicas, generalmente, solo son nece-
sarias en el diagnéstico diferencial de las lesiones amelandticas,
sobre todo cuando se sospecha una metéstasis coroidea. En estos
casos, la biopsia tiene una correlacién con la histologia del 959%%.
Ante una posible metéstasis coroidea, la morfologfa celular, la
cohesion celulary la ausencia de melaning, suelen ser suficientes,
pero en casos de ausencia de un tumor primario conocido, se
debe priorizar la inmunohistoquimica (Tablas 1y 2)202',

Para el diagnostico del LVRP, por lo general, en linfomas B de bajo
grado, la colaboracion con el citopatdlogo debe ser muy estrecha,
ya que el prondstico vital de estos pacientes puede estar condicio-
nado por la premuray eficacia diagnostica de la citologia ocular,y

Marcador Tipo de anticuerpo Funcion Especificidad
Vimentina Ac Monoclonal Células mesenquimales +4+/+++
Proteina S-100 Ac Policlonal Tumores melanociticos 1°y 2° +++
HMB-45 Ac Monoclonal Antimelanosomas +++
Melan A Antigeno Proteina transmembrana en el 90% de melanomas +++
Ki-67 Antisuero Proteina de nucleos en proliferacion ++

p53 Ac Monoclonal Proteina de la mitosis (gen supresor)

Bcl-2 Ac Monoclonal Proteina inhibidora de apoptosis (oncogén)

c-erb-B2 Ac Policlonal Porcion intracitoplasmica de la membrana celular

Tabla 1. Marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados en tumores melanociticos®.
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Tincién Tipo Ac Detecta Ejemplo

CD3 Ac Monoclonal Pan marcador de células T, timocitos, natural T-killer Neoplasias de células T

CD20y PAX-5 Ac Monoclonal Marcadores células B Neoplasias de células B (Linfoma de Hodgkin)

CD138, MUM1/IRF4  Ac Monoclonal Marcadores de células plasméticas Plasmocitoma-mieloma multiple

CD 34,CD117 Ac Monoclonal Blastos hematopoyéticos LMA-Sindromes mielodisplasicos

CD68 Ac Monoclonal Pan marcador macréfagos-monocitos Estudio de macréfagos que infiltran una neoplasia

CK7,CK 20 Ac Monoclonal Citoqueratinas Util para aproximar 1° en caso de metastasis
(neoepitelial: p. ej., mama)

TTF-1 Ac Monoclonal Factor de transcripcién tiroideo 1 80% de adenoCa pulm 1° y metastasico, neoplasia
de tiroides

PSA Ac Monoclonal Ag especifico prostético Células 1°y metastasicas prostaticas

Actina - desmina Ac Monoclonal Marcadores de musculo liso Leiomioma

Tabla 2. Marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados en tumores no melanociticos?'.

quizas sea necesaria la realizacion de pruebas de laboratorio mas la biopsia tumoral diagndstica se puede realizar previa
especificas, como la citometria de flujo?. coordinacion con los servicios de citopatologfa ocular

L, L . /o citometria de flujo, para evitar la realizacién de
Generalmente la realizacion de estas técnicas especiales suele Y Jo, P

requerir reactivos y medios de transporte especificos que hay que
coordinar antes de realizar la extraccién de la muestra, para evitar
la pérdida de las células y la necesidad de repetir el procedimiento. Bib|iog rafia
En algunas ocasiones, no estan disponibles en el propio centro,

repetidos e innecesarios procedimientos al paciente.
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