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Resumen

El diagnostico histologico se basa fundamentalmente en datos morfolégicos que en ocasiones pueden ser
completados por la microscopia electrdnica, la biologia molecular, la histoquimica y la inmunohistoquimica. En
la seleccion de las técnicas adecuadas juega un gran papel la informacion recibida por el patélogo y en el
rendimiento de las mismas lo tiene el adecuado procesamiento. Es imprescindible que se valore la importancia
de la relacién clinico-patélogo desde el mismo momento de realizar la biopsia. La adecuada fijacion sigue siendo
el primer paso en todo este proceso y depende generalmente del clinico y de la organizacion de los quiréfanos. El
diagnéstico molecular seréd utilizado probablemente cada vez con méas frecuencia y el procesamiento de los
tejidos es fundamental en este campo.

Resum

El diagnostic histologic es basa fonamentalment en dades morfologiques que ocasionalment son complertades
per la microscopia electronica, la biologia molecular, I'histoquimica i I'immunohistoquimica. A la seleccié de les
tecniques adequades hi juga un gran paper I'informacié rebuda pel patoleg. El rendiment d’aquestes técniques
depén en gran part d’'un processament adequat. Es imprescindible donar valor a la relacié clinic-patoleg desde
el moment de realitzar la biopsia. Ll'adequada fixacié segueix sent el primer pas i depén generalment del clinic i
de I'organitzacié dels quirdfans. El processament dels teixits és fonamental al diagnostic molecular que esdevindra
més utilizat d’ara endavant.

Summary

Pathology diagnosis is still based on morphology that can be helped by electron microscopy, molecular biology,
histochemistry and immunohistochemistry. The information received by the pathologist determines the use of those
techniques in many cases and the information they provide relies on the quality of the process. A close relation-ship
between clinicians and pathologysts is necessary from the start of the whole process. The use of the right fixative is
still the first step and depends on the cliniciand on the surgical room organization most of the times. Tissue handling
is basic in molecular biology diagnosis and we are now at the begining of the molecular biology era.

Introduccion

Si bien es cierto que es beneficioso para el oftalmélogo
y para cualquier otro médico el tener unos conocimien-
tos basicos en anatomopatologia, también es impres-
cindible el saber qué hacer cuando se toma una muestra
de algtn tejido de la region oftalmoldgica. Las mues-
tras hay que extraerlas con su debida delicadeza y guar-
darlas en un sistema de conservacién que les permita
llegar en dptimas condiciones al laboratorio. Ademas,

frecuentemente es importante el conocer el tratamien-
to que van a recibir estos tejidos, pues condicionara el
medio en el que se guardara la muestra, ya sea en
fresco, en formol o glutaraldehido. En muchas ocasio-
nes, especialmente en el caso de los tumores, también
sera conveniente el marcado de la pieza para que el
anatomopatdlogo conozca su orientacion.

En este articulo se dan una serie de directrices que
los oftalmdblogos deberian tener presentes para un
optimo procesamiento de las muestras de tejidos.
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Procesamiento de las muestras

Parece obvio que para obtener el maximo rendimien-
to de las biopsias es imprescindible una estrecha
relacién clinico patolégica y en este sentido nunca
se insistird lo suficiente sobre la importancia de la
informacién clinica que debe acompanar a las biop-
sias!. De esta informacion depende la interpretacion
de los hallazgos? pero también depende la forma en
que la muestra debe procesarse, desde la utilizacion
del tipo de fijacion mas adecuada 3hasta la identifi-
cacion de los bordes. Los ejemplos de la necesidad
de compartir informacién entre clinico y patélogo
son muy habituales en la practica diaria como la
identificacion de la situacion del margen afecto y su
correcta localizacién en la exéresis de una neopla-
sia, la necesidad de procesar un tejido en congela-
cion para preservar cristales que se diluyen en agua
como la cistina o el &cido Urico o si se desea estu-
diar la presencia de depdsitos de inmunoglobulinas
como en el caso de lesiones bullosas. Ademas, no es
infrecuente que la informacion clinica impulse a guar-
dar una porcién de la muestra para microscopia elec-
tronica, especialmente ante la sospecha de
enfermedades por depdsitos®.

La fijacion adecuada es un paso crucial en el proce-
samiento de las muestras. El fijador mas utilizado es
la formalina (formol diluido al 40%), la cual es dilui-
da posteriormente por nosotros al 10% y se le afade
un tampdn de fosfato sddico monobaésico. El resulta-
do de esta manipulacién es lo que habitualmente
llamamos formol. La cantidad de liquido que se debe
utilizar para la fijacion debe ser 10 veces superior al
volumen de la muestra obtenida.

Si no se dispusiera de fijador, las muestras pueden
conservarse durante varias horas en una nevera en-
vueltas en una gasa himeda y nunca deben conge-
larse. Este manera de guardar las muestras es la
méas adecuada para ciertas preparaciones.

Consideraciones especificas
de las distintas muestras tisulares

1. Muestras del segmento anterior
ocular: conjuntiva, cérnea, iris

y trabéculo

Las pequehas muestras de conjuntiva o iris tienen
tendencia a enrollarse o arrugarse al introducirlas en

el liquido fijador. Cualquier método que permita que
se fijen sobre una superficie plana resuelve este pro-

blema. Con la muestra en fresco el mismo cirujano,
o en el laboratorio, la puede orientar colocandola
sobre un papel de filtro en el que sefiala la localiza-
cion de los bordes si fuera necesario. También se
puede obtener una fijacién correcta de estas biopsias
(Figuras 1-3) aplanando la muestra sobre la misma

Figura 1.

La muestra conjuntival

se extiende sobre la pared
del frasco con fijador

Figura 2.

Se mantiene apoyada
sobre la pared unos
minutos

Figura 3.

Se bana en el fijador
suavemente

y se desprende
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Figura 4.

Margen de reseccion de
una lesién conjuntival
identificado por la tinta
china del borde

Figura 5.

El color negro de la tinta
permite determinar si el
epitelio del borde esta o
no afecto por el carcinoma

pared del frasco y dejandola unos dos o tres minutos.
Posteriormentse se remueve el formol del fondo y se
bafia la muestra que se desprenderd de la pared,
conservando la forma plana.

Si se trata de una enfermedad con vesiculas se to-
maran dos muestras antes de fijar, una se procesara
en formol para inclusion en parafina y otra congelada
para inmunofluorescencia.

Si se trata de la exéresis de una lesién maligna se
procesara identificando los bordes con tinta china.
Cuando la muestra excede de 3 0 4 mm ya puede
ser incluida totalmente en parafina previamente a la
seccioén. El estudio habitual de una exéresis pequefia
se realiza tomando una seccion completa transver-
sal central y dos secciones de los dos extremos, per-
pendiculares a la seccién central. La certificacién de
una exéresis completa precisa que los méargenes de
la reseccion puedan observarse pintados por la tinta
china (Figuras 4 y 5). La identificacion de los bordes
puede ser de gran utilidad cuando se precisa una
ampliacion.

La variante de la técnica microgréfica de Mohs para
la cirugia de carcinomas escamosos conjuntivales
consiste en una exéresis en dos partes: en el primer
tiempo se realiza la exéresis del tumor con un pe-
quefno margen y en la segunda parte se extirpa un
anillo de 2 mm de conjuntiva normal que rodea la
lesion®.

En la orientacion de lesiones de la mucosa
conjuntival es muy util que el cirujano realice un
dibujo de la lesion extirpada con la localizacion de
sus bordes. Puede utilizarse la colocacién de suturas
de distinto color o longitud como método para orien-
tar los bordes.

En el caso del trabéculo, dada la delicadeza de este
tejido, es recomendable su estudio en cortes semifinos
identificando la orientacion de los cortes a estudiar.
La fijacién sera en glutaraldehido como en las mues-
tras fijadas para microscopia electronica. Una lupa
estereoscopica es de gran utilidad para la orienta-
cion y localizacién del tejido. En el estudio del
trabéculo se realizan cortes perpendiculares al eje
mas largo de la muestra®.

2. Muestras de segmento posterior
ocular: coroides, retina y vitreo

Las biopsias suelen ser muy pequefias, deben envol-
verse en un papel fino durante el procesamiento y es
muy (til darles una coloracién rosada con una gota
de eosina o cualquier otro colorante, para que pue-
dan ser localizadas con mayor facilidad al elaborar
los bloques de parafina’. El pequefio tamafo de al-
gunas muestras hace recomendable la fijacion e in-
clusién para microscopia electrénica y su estudio en
cortes semifinos

3. Globo ocular completo
(enucleacion)

La fijacién en formol es la mas adecuada para el
globo ocular. Para ayudar en la orientacion de la pie-
za es (til marcar la inserciéon de un musculo con un
punto, especificando en la peticién de cual se trata.
En el caso de neoplasias malignas deben procesarse
aparte los vasos vorticosos y ciliares, asi como una
seccién del margen de reseccion del nervio dptico.
Es importante practicar secciones paralelas de la
lesion y estudiar su relacion con el nervio 6ptico y la
esclerética (Figura 6).

Las calcificaciones de los ojos con ptisis (Figura 7)
son muy frecuentes y pueden detectarse previamen-
te a la cirugia mediante una radiografia de craneo.
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Es conveniente decalcificar previamente a la sec-
cién con é&cido nitrico, pero hay que vigilar que el
tiempo de decalcificacién no sea excesivo.

Los implantes orbitarios de hidroxiapatita también
deben descalcificarse previamente a la inclusion en
parafina, sobre todo la forma natural, ya que es
muy dificultoso seccionarlos. El polietileno poroso y
la alimina pueden cortarse directamente, aunque
con cierta dificultad, con instrumentos adecuados
(Figura 8).

4. Muestras de piel y parpado en grosor
total

Generalmente, debido al buen rendimiento en el diag-
nostico clinico de suposicion, las lesiones palpebrales
son extirpadas directamente aunque algunas
neoplasias de los parpados pueden biopsiarse previa-
mente a la exéresis cuando hay dudas diagnosticas
que puedan condicionar la actitud quirdrgica.

Una vez extirpada la lesién, mediante una reseccién
de grosor palpebral total o parcial, debe marcarse
mediante una sutura alguno de los méargenes para
facilitar la orientaciéon de la pieza en el parpado.
Algunos cirujanos marcan siempre, por convencion
propia, el mismo lado, por ejemplo el medial.

Principalmente, en los tumores de canto medial,
los recidivados y los de méargenes infiltrantes, para
confirmar que la exéresis tumoral ha sido comple-
ta, se pueden tomar varias biopsias intraoperatorias
de los margenes y profundidad. La cirugia micro-
gréafica, una variante de la técnica original de Mohs,
consiste en dibujar e ir cortando los margenes has-
ta que el estudio de los cortes por congelacion re-
sulta negativo.

5. Biopsias orbitarias

En el caso de biopsias incisionales cuyas muestras
son menores de 1 cm de diametro se fijaran total-
mente en formol, pero si se trata de muestras mas
grandes (de parte o la totalidad de la lesién) es pre-
ferible enviarla en fresco al laboratorio, especialmente
en el caso de neoplasias.

Los laboratorios de anatomia patolégica han comen-
zado la colaboracién con los laboratorios de biolo-
gia molecular en la recogida de muestras para
determinacién de marcadores pronésticos y de sen-
sibilidad a determinados farmacos (entre otros po-
sibles) que tienen actualmente utilidad o que se
prevé que la pueden tener en breve®. La creacién

de bancos de tumores puede resultar beneficiosa
para los pacientes en breve plazo de tiempo y es
necesaria hoy dia como base de investigacién. Para
la conservacion adecuada de las muestras en estos
bancos se utiliza la congelacién, por lo que es reco-
mendable el habito de remitir las piezas en fresco a
los laboratorios para la obtencion de muestras con-
geladas para los bancos de tumores siempre que el

Figura 6.

Seccion de un melanoma
de coroides que invade
la esclerética y rodea

el nervio dptico

Figura 7.

Calcificacion y osificacién
en la camara posterior

de un ojo ptisico

Figura 8.

Implante de hidroxiapatita
que ha sido descalcificado
y permite observar

el tejido conectivo y vasos
que rellenan su trama
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Figura 9.

Diferentes datos
contribuyen al diagnéstico
histolégico

Biopsia

Laboratorio
de anatomia
patoldgica
procesamiento

Resumen clinico

Diagnostico clinico
o diagnostico diferencial

Técnicas especiales

Diagnéstico

tamanfo lo haga posible, y su posterior fijacién. Todo
este procedimiento debe realizarse en el menor tiem-
po posible para obtener una buena conservacion de
los tejidos.

En el diagndstico de los linfomas, por ejemplo, que
constituyen un porcentaje elevado de las biopsias de
lesiones orbitarias en el adulto (casi el 25% en algu-
nos centros), la correcta obtencién (tejido muy fra-
gil) y fijacién del tejido permite valorar los estudios
inmunohistoquimicos para la tipificacion de sus cé-
lulas. Este tipo de estudios es necesario también en
la tipificacion de tumores no linfoides como las me-
tastasis o en el estudio de neoplasias indiferenciadas.
La demostracion de tiroglobulina, antigeno prostatico
0 receptores hormonales pueden determinar clara-
mente su origen.

Durante el procesamiento de los tejidos orbitarios el
anatomopatdlogo debe sefalar los margenes con tinta
china siempre que se trate de exéresis tumoral. Esto
es muy importante, por ejemplo, para el estudio del
margen posterior después de la extirpacion de un
meningioma de nervio éptico.

En la exenteracion el principal dato a demostrar sue-
le ser la ausencia de lesion en los méargenes, por lo
que deben identificarse y procesarse escrupulosamen-
te. Puede ser de mucha utilidad para el patélogo la
orientacion de la TC o RMN previos para la identifi-
cacién de las areas de hueso a estudiar. Ocasional-
mente, la practica de una radiografia de la pieza
puede aportar esta informacion.

Conclusion

La correcta recogida y procesamiento de las mues-
tras son esenciales para poder extraerle el maximo
rendimiento a la maniobra diagnéstica y quirirgica
practicada. Es preferible conocer el tipo de estudio
anatomopatoldgico que se va ha hacer para guardar
la muestra en el medio mas adecuado (Figura 9).

Ademés, para resaltar la importancia del procedi-
miento de obtenciéon de muestras para biopsia no
olvidemos que, aunque la razén del examen de los
tejidos reside en su aportacion al diagnoéstico y trata-
miento del paciente, no hay que desdefar el papel
del control de calidad del examen anatomopatolégico
y, en alglin caso, que la biopsia puede acabar por ser
casi una acta notarial de la intervencién.
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