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INTRODUCCION

El diagnéstico de los tumores intraoculares, a di-
ferencia de la gran mayoria de tumores de otras es-
pecialidades oncoldgicas en las que la confirmacion
histolégica es la regla, se basa de forma fiable en la
exploracién clinica y las técnicas de imagen no in-
vasivas (como la funduscopia, ecografia, biomicros-
copia ultrasénica, tomografia de coherencia o6ptica,
autofluorescencia, angiografia fluoresceinica o con
verde de indocianina, resonancia magnética o PET/
TAC)(1), mientras que la biopsia intraocular diagnds-
tica estd en controversia. Las principales dudas a la
hora de realizar la biopsia de tumores intraoculares
radican en el riesgo de diseminacién tumoral como
consecuencia del procedimiento invasivo, y otras
complicaciones potenciales como la toma de una
muestra pequefa o invalida, heterogeneidad intra-
tumoral y el dafio perioperatorio a las estructuras
intraoculares adyacentes como la retina. A pesar de
estos inconvenientes, en un pequefio porcentaje de
los casos se requiere la obtenciéon de tejido para es-
tablecer el diagndstico definitivo y planificar el trata-
miento preciso. Debido al desarrollo del prondstico
citogenético del melanoma uveal (MU) y la exten-
sion generalizada del tratamiento, la biopsia de me-
lanoma intraocular es cada vez mas importante. La
biopsia tumoral prondstica obtiene una muestra de
tejido para pruebas citogenéticas tumorales, que
pueden ayudar a determinar el pronéstico y el ries-
go individual de desarrollar metéstasis del paciente.

INDICACIONES DE LA BIOPSIA DIAGNOSTICA
EN LOS TUMORES INTRAOCULARES
La principal indicacién de la «biopsia diagnos-

tica» consiste en la confirmacion o exclusion de la
sospecha clinica de malignidad en casos dudosos
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donde la clinica y las pruebas diagndsticas no son
capaces de proporcionarnos el diagnéstico, lo cual
ocurre sélo en el 1-2% de los casos (2). Habitual-
mente en: presentaciones atipicas, opacidad de
medios, sospecha de metastasis sin tumor primario
conocido y la peticiéon expresa de diagnostico cito-
genético por parte del paciente.

Otra indicacion relativa la constituyen las lesio-
nes melanociticas uveales de pequefio tamafio (al-
tura méxima de hasta 3 mm). La estrategia habitual
en estos casos (que incluyen tanto nevus atipicos
como melanomas pequefios o incipientes, en oca-
siones muy dificiles de diferenciar) es la observa-
cién regular, mientras que la terapia se inicia solo
después de la identificacién de la progresion de la
lesion. Sin embargo, la tendencia actual considera
que el diagnéstico y el tratamiento precoz de lesio-
nes tumorales incipientes podria mejorar el pronés-
tico de supervivencia del paciente (3,4). Sin embar-
go, al tratarse de lesiones de pequefio tamafio y
localizacién posterior frecuente, existe mayor riesgo
de tomar una muestra insuficiente y de desarrollar
complicaciones oculares que amenacen la visién.

En las Ultimas décadas estd aumentando la in-
dicacién de la «biopsia pronéstica» tumoral, con el
fin de obtener una muestra de tejido también para
el andlisis citogenético del tumor (5). Esto permi-
te una caracterizacion genética y molecular fiable
para la determinacién del prondstico, la evaluacién
del riesgo metastasico especifico para cada pacien-
te y la configuracién individual de la frecuencia y
pruebas de seguimiento (analisis de laboratorio,
ecografia de abdomen, radiografia de térax, etc),
asi como la busqueda de nuevos objetivos molecu-
lares de terapia sistémica en pacientes con afeccién
metastdsica, de caras a su inclusidon en programas
terapéuticos en el marco de ensayos clinicos sobre
la base del perfil molecular del tumor (6).
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TECNICAS E INSTRUMENTACIONES

Desde la excision quirlrgica hasta la Pun-
cién-Aspiracion con aguja fina (PAAF) se han pu-
blicado varias técnicas en la literatura. Las técnicas
mas empleadas en el diagndstico de los tumores
intraoculares son: aspiracion de fluidos oculares
(acuoso, vitreo), PAAF, biopsia mediante punch,
biopsia quirdrgica y vitrectomia diagnéstica. La téc-
nica empleada dependeré del tejido afectado, del
diagndstico de sospecha, del tamafio y localizacién
de la tumoracién, y de la presencia de desprendi-
miento de retina asociado o de la opacidad de me-
dios. El citopatélogo tiene un papel muy importan-
te en la interpretacién de estas muestras.

TUMORES DEL SEGMENTO ANTERIOR DEL OJO
Aspirado de acuoso

En el caso de lesiones seleccionadas del iris
(melanoma de iris difuso o metastasis de iris) con
diseminacién aparente en la cdmara anterior, simu-
lando uveitis o infeccidn de cdmara anterior (CA)(6).
Se emplea una aguja de 26 a 30 G, a través de la
cérnea y limbo, y mediante un angulo de 45-90° so-
bre la superficie del tumor se aspiran unos 0,5 ml de
acuoso de CA (fig. 1B)(7). Se ha descrito en el caso
del melanoma niveles més altos de angiogenina, IL-8
y MCP-1 (8). En casos de sospecha de retinoblasto-
ma atipico, se debe de realizar con extrema precau-
cién para evitar la diseminacion extraocular (9).

Fig. 1: A. Técnica de citologia de acuoso (aspirado) para
tumores iridianos. La puncién se realiza por cérnea con
una angulaciéon de 45° sobre la tumoracién. B. Técnica de
PAAF en tumor iridiano. La entrada se realiza por limbo
paralela al plano de iris a 90° del meridiano del tumor, y
sin llegar a pupila para evitar traumatismos del cristalino.
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PAAF de iris

La técnica es similar a la aspiracién, aunque la
aguja penetra por el limbo aproximadamente a
90° del meridiano del tumor y de forma paralela
al iris realiza una insercién directa sobre el tumor
(fig. 1A)(10). Generalmente en toda PAAF el as-
pirado celular se realiza de forma manual por el
ayudante manteniendo la presién negativa en la
jeringa conectada a la aguja, hasta que la aguja se
extrae del ojo (9-11).

Biopsia de iris mediante vitrectomia (técnica
de Finger)

En esta técnica, se inserta un mantenedor de céa-
mara anterior y mediante una segunda incisién lim-
bal, se introduce el vitrectomo de 25G en CA, con
la apertura hacia el tejido tumoral. Se utilizan aspi-
raciones altas (600 mm Hg) y frecuencias de cor-
te bajas (300 cortes/min), para obtener pequefias
secciones de la superficie del tumor(fig. 2)(6,10,12).

Biopsia quirdrgica de iris

La iridectomia quirlrgica proporciona una can-
tidad suficiente de tejido para el anélisis histopa-
tolégico, inmunohistoquimico y citogenético. En la
practica clinica se utiliza principalmente como «biop-
sia excisional», con la eliminacién de todo el tejido
neoplasico. Los abordajes més frecuentes segun la
localizacidon tumoral son la iridectomia (indicada en
lesiones accesibles del iris y angulo iridocorneal, fi-
gura 3A) y la iridociclectomia o esclerouveectomia

Fig. 2: Técnica de iridectomia de Finger. El vitrecto-
mo se inserta en la cdmara anterior para ocluir el tumor
con el puerto de aspiracién. Con potencia de aspiracién
(300 mmHg) a unos 600 cortes/minuto se elimina el tumor.
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Fig. 3: Técnicas de biopsia excisional de iris. A. Iridectomia. B.

parcial (indicada en lesiones de iris y cuerpo ciliar, fi-
gura 3B). La desventaja de este procedimiento es el
defecto iatrogénico extenso y secundario del iris. La
«biopsia incisional» de iris se puede realizar median-
te «punch» o pinzas de biopsia de Essen de 23 G (6).

TUMORES DE SEGMENTO POSTERIOR

PAAF en tumores de segmento posterior:
Abordaje transescleral

Indicado en tumores del cuerpo ciliar 6 coroi-
des anterior. Se utiliza una aguja de calibre fino
(25-27G) conectada o no a una via alargadera (re-
comendable para evitar la traccién ejercida por el
ayudante al realizar el vacio en la jeringa). Se realiza
un flap escleral de 3 mm? de 80% profundidad, y
se realiza la incision con la aguja en el lecho del
mismo (figs. 4A y 5)(13). Se recomienda marcar
previamente en la aguja con un rotulador dérmi-
co el espesor tumoral mayor para evitar perforar
la retina, aunque existen agujas de 25G marca-
das milimétricamente que pueden cumplir esta
funcién (14) (video 1). Se puede emplear la pin-
za de Essen de 23G para la extraccion del tejido,
lo cual aumenta el rendimiento de la muestra (6).
Se recomienda pre-suturar el tapete escleral antes
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Iridociclectomia o esclerouveectomia parcial.

de realizar la PAAF, para poder cerrarlo inmediata-
mente después de la aspiracion del material y asi
evitar la diseminacién (fig. 5), y justo antes del im-
plante de placa de braquiterapia, que se colocara
encima del tapete.

PAAF en tumores de segmento posterior:
Abordaje transvitreo

Indicado en tumores posteriores al ecuador. Se
utiliza una aguja 25-30G larga conectada a alarga-
dera (fig. 4B). Se incide desde el lado contrario a
180° del tumor y a 4 mm del limbo mediante con-
trol bajo oftalmoscopio indirecto o microscopio
quirdrgico (15). En tumores de pequefio espesor se
puede doblar la aguja 90° para permitir una entra-
da tangencial en el tumor. Una vez que la aguja se

Video 1: Abordaje transescleral.
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Fig. 4: Técnica de PAAF para citologia de tumores de segmento posterior. A. Abordaje transescleral. Indicado en tu-
mores anteriores al ecuador del ojo, realizada mediante tapete o «flap» escleral. B. Abordaje transvitreo. Indicado en
tumores posteriores al ecuador. La puncién se realiza a 4 mm del limbo esclero-corneal. La visualizacién del trayecto de
la aguja se puede realizar a través de la pupila dilatada via oftalmoscopia indirecta 0 mediante microscopio quirtrgico y
sistema de inversion de imagen. La aspiracién del material celular se puede realizar de forma manual mediante jeringa
y alargadera (recomendable), o mediante el sistema de aspiracién automatizada del vitrectomo.

Fig. 5: Detalle del procedimiento de realizacion del tapete o «flap» escleral, de una profundidad del 80% de esclera (A),
se debe pre-suturar antes de hacer la puncién (B) y se debe suturar inmediatamente tras la extraccion de la muestra (C).

ha insertado en el tumor, ésta bajo control visual se
puede rotar alrededor de su eje para obtener mas
material, y una vez aspirada la cantidad celular ne-
cesaria, se debe mantener la presién negativa en la
jeringa hasta que la aguja salga del ojo para evitar
la diseminacién. La extraccion de la aguja se tiene
que hacer de forma répida para evitar la hipoto-
nia (video 2). Si ésta se produce, se puede inyectar
solucién salina balanceada en la cavidad vitrea. La
retinotomia resultante (en el lugar de toma de la
muestra), suele cerrarse espontaneamente. Des-
pués de suturar la esclerotomia, es posible realizar
la crioopexia (6,16-18).

El rendimiento diagndstico de la PAAF depende
del abordaje, con un 66-96% por via transescleral y
71-86% transvitrea (p = 0,029), y del tamafio tumo-
ral (18,19).

Video 2: Biopsia transvitrea.



https://drive.google.com/file/d/1ZNbimj5o5f1Eydkr7thAaYJ9N1JzF8UL/view?usp=drive_link
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Biopsia mediante Vitrectomia en tumores
de segmento posterior

Este abordaje se realiza mediante vitrectomia
estdndar de tres puertos con sistemas de microin-
cision (25 y 27G) y canulas valvuladas. Tras una hia-
loidectomia y una vitrectomia local sobre el tumor,
se selecciona un area elevada y avascular del mis-
mo que se incide con el vitrectomo en modo corte
o con un miringotomo/cuchillete MVR. Mediante
vitrectomo se incide en el tumor con una tasa de
corte baja (aprox. 100 cortes/min), una aspiracion
alta (400-600 mm Hg) y se incrementa la presién
intraocular para evitar la hemorragia (video 3)
(6,9,11,20). biopsia asociada a vitrectomia). El ma-
terial se extrae del vitrectomo o por via retrégrada
(mediante inyeccién de aire con jeringa por la via
de aspiracién del vitrectomo y dejando gotear el
material por la punta del vitrectomo a un recipiente
estéril), o directamente desde la via de aspiracion
del vitrectomo mediante una jeringa. Permite obte-
ner muestras mas celulares que las obtenidas con
PAAF, a pesar de tener mas complicaciones, pero
es especialmente Util si es necesaria la extirpacion
del vitreo. La retinotomia producida por la puncién
es pequefia, y generalmente no requiere tapona-
miento con gas ni tratamiento mediante fotocoa-
gulacion (21).

La biopsia incisional mediante vitrectomia y
pinza de Essen de 23G también proporciona un
acceso sin necesidad de sutura posterior y permi-
te la obtencion de mayor cantidad de tejido, sin
embargo, requiere de una incisién previa en el
tumor de al menos 0,6 mm, con el consiguiente
riesgo de diseminacién tumoral y de que la mues-
tra quede incrustada en el puerto escleral (6,22).
Este abordaje requiere de vitrectomia completa,
taponamiento de la rotura mediante endodiater-
mia e inyeccién final de gas intraocular por el in-
cremento del riesgo de desprendimiento de retina
secundario.

Video 3.

COMPLICACIONES DE LA BIOPSIA
INTRAOCULAR

Desde los primeros resultados sobre PAAF que
se publicaron en 1979 (Jacobiek), su uso se ha ex-
tendido, sin embargo, la principal causa de la baja
utilizacion es su carécter invasivo y el riesgo de di-
seminacién tumoral que conlleva (23), que se ve dis-
minuido cuando se realiza en manos expertas y con
calibre de aguja fino. El segundo problema consiste
en la heterogeneidad histopatolégica y citogenética
dentro del propio tumor que puede conducir a fal-
sos negativos (6,9,11). Otras complicaciones locales
son la hemorragia local (fig. 6) que tipicamente acla-
ra en pocos dias, la hemorragia vitrea y subrretiniana
que ocurre en el 9-13% con disminucién transitoria
de vision, y otras tedricas como el desprendimiento
de retina, la endoftalmitis y la diseminacion sistémi-
ca, con muy baja incidencia (<1%)(18,24).

PREPARACION CITOLOGICA DE
LAS MUESTRAS DE BIOPSIA INTRAOCULAR

Al realizar la PAAF, en el momento de extracciéon
de la aguja del tumor, se deben tener en cuenta las
siguientes precauciones: mantener la presién nega-

Melan A Papanicolau

Fig. 6: Superior. Complicaciones locales tras PAAF. He-
morragia local tras PAAF transvitrea en paciente con
sospecha de metastasis coroidea sin tumor primario co-
nocido. En el corte mediante tomografia de coherencia
Optica se aprecia la retinotomia resultante de pequefio
tamario. Inferior. Aspirado celular obtenido tras PAAF
transvitrea. Estudio citolégico compatible con el diag-
nostico de adenocarcinoma pulmonar secretor oculto
(Corresponde al caso del video Abordaje transvitreo).
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tiva en la jeringa (evita reflujo y la consecuente pér-
dida de células y/o diseminacién), lavado profuso de
jeringa, tubo conectory la aguja para extraer todo el
material posible, y su envio répido al laboratorio. El
material celular que se remite a citologia puede ir:

- En fresco: en portas, mediante extension di-
recta, secados al aire.

- Fijado: en suspension en fluido de citologia
liquida, como Cytolyt® u otro medio de transporte
(fig. 7).

Para el procesado, los portas secados al aire
se tiflen con técnica de Diff-Quick, mientras que
la suspension en liquido fijador se somete a téc-
nicas de concentracion celular (citospin) y tincién
con Papanicolaou, y si fuera necesario, inmunohis-
toquimica. Es fundamental la interpretacion por un
citopatélogo experimentado debido al escaso ren-
dimiento celular que en ocasiones se obtiene.

DIAGNOSTICO CITOGENETICO
EN MELANOMA UVEAL

La citologia en el MU muestra los caracteristicos
granulos de melanina que aparecen en casi el 80%
de los casos y la atipia caracteristica de las células
malignas (25). El MU se puede clasificar segin el tipo
celular en 3 subtipos: fusiforme, epitelioide y mixto
(Clasificacién modificada de Callender). El subtipo

N

con presencia de células epitelioides, presente en
menos del 2% de los casos (25), se relacionada con
metastasis a distancia y el aumento del porcentaje
de células epitelioides con el prondstico de estos
pacientes (26). El subtipo de células fusiformes se
asocia a mejor prondstico y es mas frecuente junto
con el subtipo mixto, ambos en torno a un 45-50%.

La mayor rentabilidad pronéstica en MU se obtie-
ne mediante el estudio de estas células con un sim-
ple cariotipo. La monosomia del cromosoma 3 apa-
rece en el 50% (27), y diferentes estudios demuestran
que el 24% de los pacientes desarrollan metéstasis al
cabo de 3 afios (28). Otras alteraciones como la pér-
dida del 8p o del éq, y la ganancia del 8q se encuen-
tran en mayor riesgo de enfermedad metastasica.
Delecciones y heterozigosis pueden pasar inadver-
tidas mediante cariotipo y FISH (29). En general es-
tas alteraciones estan relacionadas directamente con
el tamano tumoral (28). En 2017, se cred una nueva
clasificacién prondstica, TCGA (The Cancer Genome
Atlas), que divide en 4 subtipos moleculares: 2 aso-
ciados a buen pronéstico (disomia 3) y 2 asociados a
pobre pronoéstico (monosomia 3)(30,31).

El estudio genético se debe centrar en 3 mutacio-
nes excluyentes entre si: BAP1, asociada a un mayor
riesgo de metastasis y mayor mortalidad, presente
entre un 20-40% (27); y mutaciones en los genes El-
F1AXy SF3B1, que se consideran biomarcadores de
riesgo bajo e intermedio, respectivamente (32).

Fig. 7: Izquierda. Extraccién del aspirado celular tras PAAF. Lavado retrégrado profuso de aguja y via utilizadas mediante
aire (cuando se requiere en fresco) o mediante Cytolyt® (cuando se requiere la muestra fijada). En cada procedimiento
se pueden requerir de 1 a varias punciones. Centro. Medio de transporte para procesamiento, tincién y diagnéstico cito-
l6gico usado en nuestro centro (Cytolyt®, Hologic Inc, Marlborough, MA, USA) Derecha. Portas con muestra en fresco y
frascos con muestra fijada en Cytolyt®.
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Las nuevas técnicas moleculares son supe-
riores en cuanto a precisién en el prondstico del
MU; como SNP array (Single-Nucleotide polymor-
phism), MLPA (multiplex ligation-dependent pro-
be amplification) y GEP (Gene expression profi-
ling), test comercial validado que mide mediante
PCR (Polymerase Chain Reaction) la expresion de
15 genes presentes en el MU y permite una cla-
sificacién de riesgo metastasico en Clase 1 (bajo
riesgo) y Clase 2 (alto riesgo)(33,34). Los tumores
de Clase 2 se correlacionan con mayor edad del
paciente, mayor grosor y diametro del tumor, sub-
tipos celulares mixto y epitelioide, y la localizacion
en el CC (29,35). Las técnicas mas rentables para
prondstico son MLPA y GEP, ya que ambas requie-
ren menos de 200 células (18), pero no diagnosti-
can la linea celular en caso de duda diagndstica, y

son susceptibles de variacion segun la localizacién
de la muestra (12,18,29).

El estudio del antigeno PRAME (preferentially
expressed antigen in melanoma) mediante rt-PCR
constituye un biomarcador independiente de ries-
go aumentado de metastasis en los tumores de
Clase 1y 2 (29,35,36).

DIAGNOSTICO INMUNOHISTOQUIMICO
EN TUMORES INTRAOCULARES

Las técnicas inmunohistoquimicas generalmen-
te sélo son necesarias en el diagndstico diferencial
de las lesiones amelandticas, sobre todo cuando
se sospecha una metastasis coroidea, teniendo la
biopsia en estos casos una correlacion con la his-
tologia del 95% (37). Ante una posible metéstasis

Tabla 1. Marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados en tumores melanociticos (20)

Marcador Tipo Anticuerpo Funcién Especificidad
Vimentina Ac Monoclonal Céls mesenquimales ++/+++
Proteina S-100 Ac Policlonal Tumores melanociticos 1°y 2° +++
HMB-45 Ac Monoclonal Antimelanosomas +++
Melan A Antigeno Proteina transmembrana en el 20% melanomas +++
Ki-67 Antisuero Proteina de nucleos en proliferacion ++
p53 Ac Monoclonal Proteina de la mitosis (gen supresor) +
Bcl-2 Ac Monoclonal Proteina inhibidora apoptosis (oncogen) +
c-erb-B2 Ac Policlonal Porcién intracitoplasmica de la membrana celular | +

Tabla 2. Marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados en tumores no melanociticos (21)

Tincién Tipo Ac Detecta Ejemplo

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

CD20y PAX-5 Ac Monoclonal | Marcadores céls B Neoplasias de céls B (L. Hodgkin)
CD138, MUM1/IRF4 | Ac Monoclonal | Marcadores de céls plasmaticas Plasmocitoma- Mieloma multiple
CD 34, CD117 Ac Monoclonal | Blastos hematopoyéticos LMA-Sd. mielodisplasicos
CDé68 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 (Neo epitelial: ¢j. Mama)
TTF-1 Ac Monoclonal | Factor de transcripcién tiroideo 1 80% de adenoCa pulm 1°

y metastasico, Neoplasia tiroides
PSA Ac Monoclonal | Ag especifico prostatico Céls 1° y metastésicas prostaticas
Actina - desmina Ac Monoclonal | Marcadores de musculo liso Leiomioma




coroidea, la morfologia celular, la cohesién celular
y la ausencia de melanina, suelen ser suficientes,
pero en casos de ausencia de tumor primario cono-
cido se debe priorizar la inmunohistoquimica (tabla
1y tabla 2)(37,38).

Generalmente la realizacion de estas técnicas
especiales requiere de reactivos y/o medios de
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transporte especificos que hay que coordinar antes
de realizar la extraccion de la muestra, para evitar
la pérdida de las células y la necesidad de repetir
el procedimiento, y en ocasiones no estan disponi-
bles en el propio centro, por lo que hay que con-
tactar previamente con el departamento que vaya
a realizar las determinaciones.

MENSAJES CLAVE A RECORDAR

e Las biopsias intraoculares se deben realizar por personal experimentado y contando con la participaciéon de
un equipo coordinado en el cual la técnica de extraccion de la muestra tiene que ser cuidadosamente selec-
cionada, y la muestra adecuadamente recogida y analizada por un citopatélogo experimentado.

* La biopsia tumoral diagnéstica se debe reservar para casos muy seleccionados de lesiones clinicamente du-

dosas.

® En el melanoma uveal (MU) |a biopsia prondstica ha experimentado un incremento en importancia debido al
anélisis citogenético tumoral que permite establecer el riesgo de desarrollo de metastasis y el tratamiento

sistémico individualizado para cada paciente especifico.

* En lesiones intraoculares amelanéticas, si el estudio clinico y de extension del paciente es negativo, la biopsia
tumoral diagnéstica es primordial y se debe realizar previa coordinacion con los servicios de citopatologia
ocular para evitar la realizacién procedimientos innecesarios y repetidos al paciente.
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