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RESUM

Les propietats fisiques de 1'ungla comporten la necessitat d’una estratégia metodologica
apropiada per al seu estudi histologic. S’utilitza un ampli ventall d’opcions metodologiques
amb les que cal processar-la per a ser estudiada. La falta d’un procediment estandarditzat
efectiu convida a reflexionar sobre quina d’elles és 1’opcidé més encertada.

Els objectius d’aquest treball han estat analitzar 1’estat actual de la metodologia emprada per a
I’estudi histopatologic de les ungles i avaluar, en la practica, les consequiencies sobre els teixits
d’alguns dels principals tractaments.

Es realitza una cerca bibliografica a les bases de dades PubMed i Scopus, aixi com al Cercabib.
Donat el caire técnic, s’ inclouen 1libres d’ Anatomia Patologica (AP) i protocols. D’aquesta part
es pot concloure que d’entre els agents suavitzants més utilitzats, destaca 1’hidroxid de potassi
(KOH) amb concentracions entre el 10 i 30%. D’altres compostos sén Mollifex Gurr, solucid
NAIR™, crema depilatoria Veet i suavitzant de la roba Comfort.

Pel segon objectiu, s’ha dut a terme un procediment experimental per valorar com influeix el
tractament amb KOH, sobre el resultat de la immunohistoquimica (IHQ). S’han tractat seccions
histologiques de pell amb KOH (0, 2 i 20%) a diferents temps, per després realitzar la IHQ amb
I’anticos contra I’actina de muscul 1lis [anti-SMA (anti-smooth muscle actin)]. Curiosament, la
maxima intensitat de marcatge es va obtenir amb KOH al 2% durant 2 minuts. Es pot concloure,
doncs, que aquest tractament no representa un impediment per a la IHQ.

Convé millorar la metodologia per a I’estudi histopatologic de I’ungla i optimitzar protocols.

Paraules clau: unitat unguial, agent suavitzant, hidroxid de potassi, protocol
Abreviatures: Anatomia Patologica (AP), immunohistoquimica (IHQ) i anti-smooth muscle
actin (anti-SMA)



ABSTRACT

The physical properties of the nail involve an appropriate methodological strategy for the
histological study. A wide range of methodological options are used to process the nails for
being studied. The lack of an effective standardized procedure invites you to think about which
one is the best option.

The aim of this project is to analyze the current state of the methodology used for the
histopathological study of the nails and to evaluate, in practice, the consequences on the tissues
of some of these treatments.

A bibliographic research has been performed in the PubMed and Scopus databases, as well as
in the Cercabib. Books and technical protocols on Pathological Anatomy (AP) have also been
included. The first conclusion is that potassium hydroxide (KOH) is among the most used
softening agents used at a concentrations rangin between 10 and 30%. Other compounds are
Mollifex Gurr, NAIR ™ solution, Veet depilatory cream and Comfort fabric softener.

For the second objective, an experimental procedure has been performed to assess how KOH
influences on the outcome of immunohistochemistry (IHQ). Histological sections of skin have
been treated with KOH (0, 2 and 20%) over different time periods, and then IHQ has been
performed with the antibody against the smooth muscle’s actin [anti-SMA (anti-smooth muscle
actin)]. Curiously, the maximum label intensity was obtained with 2% KOH over 2 minutes. It
can therefore be concluded that this treatment does not in itself constitute an impediment to the
IHQ.

The methodology for the histopathological study of the nail should be improved and the

protocols should be optimized.

Keywords: nail unit, softening agent, potassium hydroxide, protocol
Abbreviations: Pathological Anatomy (AP), immunohistochemistry (IHQ), anti-smooth

muscle actin (anti-SMA)



1. INTRODUCCIO

Aquest treball s’ha realitzat en el marc teoric de 1’assignatura de Treball Final de Grau.
El treball ha sorgit motivat per la rellevancia de I’estudi de la unitat unguial i les dificultats

técniques que suposa 1’estudi histopatologic de les ungles degut a les seves propietats fisiques.

1.1. Unitat unquial

1.1.1. Estructura anatomica de la unitat unguial

Les ungles son estructures formades per queratina que es localitzen cobrint 1’area dorsal distal
dels dits dels peus i de les mans. La seva principal funci6 és protegir, afavorir I’adheréncia i la
manipulacid finalll.

En algunes patologies les ungles es veuen afectades. Aquestes afeccions poden tenir un origen
sistémic, metabolic o genctic. Una anamnesi adequada i I’exploraci6é fisica minuciosa
facilitaran el correcte diagnostic. Tanmateix, en un procés inflamatori, tumoral o infeccids
també podem trobar afectada la lamina unguial. Es aqui on I’estudi histopatologic sera
necessari pel diagnostictl,

L’aparell o unitat unguial (figura 1) el formen quatre elements):

1. Lalamina unguial, també coneguda com a ungla.

2. La matriu, que és la responsable de produir la lamina unguial. La linula esta situada a
la zona més distal d’aquesta matriu.

3. Els plecs unguials proximals, distals i laterals de 1’ungla: a la zona més distal esta
localitzat 1’hiponiqui, que fixa la lamina unguial a la zona anterior 1 li proporciona
proteccio. Proximalment, hi ha I’eponiqui, també conegut com a cuticula.

4. El sistema de suport de la lamina unguial, constituit pel Ilit unguial, el teixit connectiu,

la falange i els propis lligaments.
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! Cuticula .
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Figura 1. Morfologia unitat unguial visié lateral (A) i frontal (B) on s’indiquen els noms de les diferents estructures.
Font: Martin, B. Histopatologia de la ufia. Actas dermo-sifiliograficas 104.7 (2011): 564-578. 1]



1.1.2. Estructura histologica de la unitat unguial

Histologicament, I'epiteli dels plecs unguials és com el de la pell, pero esta mancat d'unitats
pilosebacies. Es reconeix facilment la lamina unguial donat que esta formada, Gnicament, per

cél-lules mortes cornificades que es tenyeixen amb 1’eosina de color rosa pal-lid™, tal com
s’observa a la figura 2. R Bt i: D S A
R AL VT R T s -‘\‘,\Q
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Figura 2. Tall histologic 20x de la unitat unguial amb tincid
H/E. Font: Martin, B. Histopatologia de la ufia. Actas dermo-
sifiliograficas 104.7 (2011): 564-578. [1]

aplanat que el de la resta de I'epidermis.
Per sota, hi ha teixit connectiu, periosti i 0s.

A la base de la matriu es troba un epiteli germinatiu, sense capa granulosa™!.

Les crestes de l'epiteli de la matriu estan orientades obliquament en direccié proximal i
dirigides cap endarrere. Aquesta orientacié facilita el creixement de la lamina unguial cap a
fora, en angle, i no en vertical cap a dalt. L'epiteli de la matriu es queratinitza a traves d'un
procés anomenat onicoqueratinitzacio, produint la queratina dura que dona lloc a l'ungla. A la
part més proximal de la matriu esta la zona queratogena encarregada de produir la lamina
unguial més superficial. Aquesta zona pot reconeixer-se en les seccions histologiques en estar
formada per cel-lules aplanades amb citoplasma rosa brillant. La resta de la lamina unguial es
produeix a partir de la matriu distal. Es considera que el Ilit unguial també contribueix, d'una

manera modesta, a la produccio de la lamina unguial™.

La matriu i, en molta menor mesura, el llit unguial son les Gniques porcions de I'aparell unguial
que, en condicions fisiologiques, contenen melanadcits. S6n cél-lules grans, amb nombroses
prolongacions, que es localitzen en les tres o quatre capes meés inferiors de I'epiteli (5-6 mm),
essent mes nombrosos en la zona distal de la matriu. Només la meitat dels melanocits de la
matriu produeixen melanina i els que es troben al Ilit unguial no sén actius en condicions
normals. A vegades, es pot trobar melanina en talls histologics de la lamina unguial degut a la
transferencia de melanosomes des dels melanocits de la matriu, sobretot en situacions

d'hiperactivitat o proliferaci6 d'aquests!l.



1.2. Obtencio i processament de mostres per a I’estudi histologic

La técnica histologica inclou diferents procediments als que se sotmet un teixit per tal d’obtenir

una preparacioé histologica optima i garantir, aixi, el correcte estudi i eventual diagnostic.

Als laboratoris d’ Anatomia Patologica (AP), on es processen centenars de mostres biologiques

diariament, aquest procediment esta forca automatitzat. El procediment englobal? :

a) Obtencio de la mostra. El teixit pot tenir diversos origens: biopsia, necropsia, o pot
tractar-se d’una part d’una pega quirargica. S’obté, doncs, un fragment de dimensions
variables (d’entre pocs mm? a algun cm?) de teixit representatiu del que es vol estudiar
al microscopi.

b) Fixacid. Habitualment és quimica i es duu a terme submergint el fragment de teixit en
un liquid fixador. L’agent fixador més utilitzat per microscopia Optica és el
formaldehid al 4%. Aquest procés evita la degradacio del teixit, mantenint la
morfologia i la majoria de les propietats bioquimiques i moleculars del teixit. També
I’endureix, facilitant la seva posterior manipulacio.

c) Preparacio de blocs de parafina. Aquesta etapa inclou:

c.1) Deshidratacié de la mostra, ja que la parafina no és soluble en aigua; es fa de
forma progressiva, submergint la mostra en concentracions creixents d’alcohol etilic
(comengant al 50% i seguint 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, fins arribar a I’absolut).
c.2.) Aclariment de la mostra, que té per objectiu reemplagar 1’alcohol etilic per un
liquid miscible amb el medi d’inclusid, la parafina. Habitualment s’utilitza xile. Aquest
procés causa una perdua de color de la mostra 1 d’aqui el nom.

c.3.) Inclusio de la mostra, s’afegeix parafina liquida per aconseguir el bloc un cop
aquesta se solidifica. Es col-loca la mostra en un motlle adequat a la mida del teixit i
s’afegeix parafina liquida a 53 °C®l. Es deixa refredar el bloc (es pot fer sobre una
placa congeladora) fins que la parafina queda solida. La figura 3 correspon a I’estacio
d’inclusi6 del laboratori d’AP de I’Hospital Universitari de Bellvitge (HUB).

A la figura 4 es mostra un exemple dels motlles utilitzats i dels blocs resultants

d’aquest procés d’inclusio.
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Figura 3. Estacio6 d'inclusio. S indica el dispensador de parafina (dreta) i la placa congeladora (esquerra). Font: autoria
propia

Figura 4.Casset d'inclusi6 buit (A), motlles (B), bloc de parafina liquida amb motlle (C) i bloc de parafina amb el teixit inclos
Font: autoria propia

d) Microtomia; utilitzant un microtom s’obtenen seccions habitualment entre 3 i 10 pm
de gruix, que es col-loquen en un bany a 48-50 °C i, amb portaobjectes, es recullen els
talls. Les figures 5, 6 i 7, obtingudes al Servei d’AP de I’HUB, il-lustren algunes
d’aquestes etapes. Un cop es disposa dels talls en els portaobjectes, es procedeix a

tenyir-los (o a sotmetre’ls a d’altres técniques, com I’immunomarcatge).

Figura 5. Bany de flotacio. Font: autoria propia Figura 6. Microtom de rotacid. Font: autoria propia




Figura 7. Tall histologic al portaobjectes. Font: autoria propia

e) Tincidé i muntatge; el primer pas és el desparafinat de la mostra. Es duu a terme el
procés invers que explicat abans; s’elimina la parafina amb xil¢ i es rehidrata la mostra
en una bateria d’alcohol etilic en concentracions decreixents fins a arribar a una solucié
d’aigua.

Llavors la mostra ja es pot tenyir amb la combinaci6 de colorants escollida (figura 8).
El més habitual és 1’us de la tincio panoramica hematoxilina-eosina (H/E) que combina
dos colorants: I’hematoxilina (colorant basic) i I’eosina (colorant acid). El protocol
d’aquesta tinci6 es detalla més endavant.

Per preservar el tall ja tenyit es fa un nou procés de deshidratacié de la mostra,
s’afegeix un medi de muntatge i un cobreobjectes. La figura 8 mostra un tall histologic

tenyit amb H/E i muntat, preparat per a ser observat al microscopi optic.

Figura 8. Tall histoldgic de la figura 7, tenyit amb H/E. Font: autoria propia

1.3. Teécniqgues de tinciod
1.3.1. Tincié H/E

Es la técnica més habitual de tincio i es realitza en dues etapes. Per la primera s’utilitza
I’hematoxilina, un colorant basic amb afinitat per les estructures acides com els acids nucleics
presents als nuclis cel-lulars. En la segona etapa s’empra I’eosina, un colorant acid amb afinitat
per les estructures basiques, com les proteines. El nucli cel-lular adquireix, doncs, color lilos
(o blavoés) per I’hematoxilina, mentre que el citoplasma de la cél-lula sol quedar tenyit de color

rosa per I’eosinal?l. Els detalls del protocol de tinci6 s’inclouen a I’annex 1.



1.3.2. Immunomarcatge

Es basa en I’ts d’anticossos que reconeixen i s’uneixen a un antigen especific, generalment
una proteina i que té per objectiu detectar-la i fer-la visible, posant-la de manifest mitjancant
una reaccio histoquimica, que genera color (immunohistoquimica (IHQ)), o a través de I'Us de

fluorescéncia (immunofluorescéncia) 21,

2. OBJECTIUS

1. Analitzar I’actual estat de la qiiestio pel que fa a la metodologia emprada per a 1’estudi
histopatologic de les ungles.
2. Avaluar, en la practica, les consequéncies que té sobre els teixits algun dels principals

tractaments utilitzats.

3. MATERIALS | METODES

Per I’objectiu 1, s’ha dut a terme una revisio panoramica o scoping review. Es va realitzar una
cerca bibliografica de la literatura en les bases de dades PubMed i Scopus. També es va utilitzar
el Cercabib de la Universitat de Barcelona (UB) que permet 1’accés a un important nombre de

recursos cientifics i llibres de text.

Les paraules clau usades per la recerca d'articles van ser "nail histopathology” | “nail biopsy”.
Es van revisar els textos tenint en compte els segiients criteris d’inclusi i exclusio dels treballs:
e Criteris d'inclusio:
- Basats, 0 que apliquen, técniques d’estudi histopatologic unguial
- Text complet accessible, articles, llibres i/o capitols de llibres
- Idioma castella o anglés
e Criteris d'exclusio:
- Titols no rellevants
- No inclouen referéncies a les tecniques utilitzades
- Articles anteriors a I’any 2000
Degut al caire técnic de la revisio, s’han inclos llibres d’AP i protocols redactats per

especialistes, dermatolegs i patolegs.

En una segona cerca a les mateixes bases de dades, els termes “nail biopsy” havien d’estar

inclosos en el titol. Els criteris d’inclusio 1 d’exclusid van ser els mateixos.



Per I’objectiu 2, s’ha dut a terme un estudi practic al laboratori per veure I’impacte que té el
tractament amb KOH a les preparacions histologiques. El detall dels protocols emprats s’inclou
a I’annex. Els talls histologics estudiats son de pell humana i s’han obtingut en el context d’un
acord de cessio de mostres entre el Servei d’AP de I” HUB i la Unitat d’Histologia de la Facultat

de Medicina i Ciéncies de la Salut, amb finalitat académica.

4. RESULTATS

Per a I’objectiu 1, es va decidir dur a terme una revisidé panoramica (scoping review) per tal
d’identificar llacunes i resumir els resultats d’aquesta area concreta de coneixement. Varem
considerar que era una bona primera aproximacio al tema, ja que no existeixen d’altres
revisions de I’estil sobre aquest tema. Aquest tipus de revisio pot ser, doncs, el punt de partida

de revisions més extenses i de noves oportunitats d’investigacio™!.

Seguint els criteris indicats als Materials i Métodes, es va dur a terme la tria de treballs. El
resum esta indicat com a diagrama de flux (figura 9). En resum, al Cercabib es van obtenir un
total de 93 resultats, dels quals, finalment, vaig seleccionar-ne 5. A PubMed dels 31 articles

inicials, vaig utilitzar-ne 2 i a Scopus dels 74, 3.

Les principals troballes es presenten a manera de taula. La taula 1, recull les dades extretes
dels articles cientifics seleccionats, la taula 2 resumeix la metodologia recollida al llibre Scher

and Daniel’s Nails i la taula 3, recull els 2 protocols facilitats pels serveis d’AP.
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AUTOR/ TIPUS .
OBJECTIU PATOLOGIA TECNICA LIMITACIONS RESULTATS OBSERVACIONS
ANY D’ESTUDI
Grover et | 32 pacients Avaluar els Taconiquia A 21 dels pacients se’ls hi | Una biopsia no es
al. d’ambdos aspectes clinics i va realitzar un punch de 4 | va poder analitzar,
(2003) sexes que histopatologics mm. La mostra es va tenir | ja que el teixit era
presentaven de la taconiquia tota la nit en formaldehid al | bastant fragil i es
taconiquia i la utilitat de la 10%. Posteriorment en fragmentava en
biopsia fenol al 3% durant cinc tallar-lo
longitudinal de dies. Es tallen seccions a 5
les ungles pm i es tenyeixen amb H/E
i PAS (acid periodic de
Schiff)
Grover et | 270 pacients Avaluar el Onicomicosi 3% de fenol i les seccions Un 70.3% patia una | La biopsia no només
al.lo d’ambdoés procediment de | (ONM), van ser tallades a 5 um. Es patologia aporta informacio
(2005) sexes amb la biopsia melanoniquia van tenyir amb H/E i PAS infecciosa, la més etiologica, diagnostica i
patologia unguial en longitudinal, comuna ONM pronostica, sind que
unguial. pacients amb taconiquia, (51.8%), mentre també ajuda a conéxixer
A 65 se’ls hi distrofies psoriasi, liquen que la patologia no | la patogenia.
va realitzar unguials pla, melanomes infecciosa mes Es necessari que tant els

una biopsia, ja
que les proves
rutinaries no
van ser
concloents

infeccioses i no
infeccioses per
correlacionar les
caracteristiques
cliniques i
histologiques

i tumor glomic

prevalent va ser la
traconiquia (9.2%)

dermatolegs com els
patolegs tinguin un
ampli coneixement de
I’anatomia unguial i el
processament d’aquesta

Taula 1. Resultats dels articles extrets de les bases de dades
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Grover et | Utilitat Descriure ONM, La biopsianoesta | La biopsia és una
al. [ practicade la | I’anatomia taconiquia, indicada per totes tecnica util per obtenir
(2012) biopsia unguial emprant | psoriasi unguial, les patologies de la | un diagnostic d’una
unguial en la la biopsia i liquen pla, unitat unguial. patologia unguial
practica identificar tumors o Malgrat aix0, quan | clinicament ambigua
dermatologica | quines malalties ho esta, sol ser que no és diagnosticable
patologies la sistemiques I’inica eina pel per la historia, aparenca
requereixen diagnostic clinica i micologia de
rutina
Martinez Revisar Qualsevol Mostra orientada. Fixacio Es necessari el
et al.[® técniques de patologiade la | amb formaldehid al 10% en coneixement de
(2014) lesions de pell i | unitat unguial hidroxid de potassi (KOH) I’anatomia i fisiologia
ungles per al 20%, Tween™ 40 al 10% de la unitat unguial,
elaborar una 0 &cid nitric al 10%. Tincio igual que 1’obtencio de
guia amb H/E, PAS i plata de la biopsia i les
metanamina. Opcionalment indicacions de la tecnica
S100 i HMB45 d’obtencio
Grover et Recopilar els Onicodistrofia Mostra orientada. Fixar en
al. [ procediments unguial aillada, | formaldehid al 10% durant
(2018) per a labiopsia | oNm, 24 h. 3 agents suavitzants

unguial i
resumir
I’evidéncia de la
literatura

melanoniquia
longitudinal,
psoriasi, liguen
pla i melanomes

[(Mollifex Gurr, KOH 10%
i tioglicolat de potassi 10%
(NAIR ™)]. S’obtenen
seccions i es tenyeixen amb
H/E, PAS o plata de
metenamina de Gomori

Taula 1. Resultats dels articles extrets de les bases de dades
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Velasquez | 66 pacients Valorar ONM Agar granulat a 1.5 g/100 Baixa mostra El KOH té una La biopsia permet
et al. (19 amb sospita I’eficacia de la ml en una solucié de major freqiéncia de | discriminar entre la
(2019) d’ONM biopsia unguial formaldehid al 10% positius respecte a | colonitzacid i invasio i
en el diagnostic la biopsia unguial confirmar I’agent
d’ONM etiologic
Doolan et Avaluar Es marca I’extrem proximal L’us d’aquesta Es un procediment
al. (1l I’eficacia amb tinta per conservar técnica ajuda a diagnostic segur i atil
(2019) d’introduir el I’orientacio. Submergim el obtenir una bidpsia | per molts trastorns
teixit dins d’un teixit en formaldehid al adequada pel seu unguials quan els
casset orientat i 10%. Les mostres que estudi meétodes clinics i de
ben identificat contenen ungla, s’estoven laboratori rutinaris no
en solucidé NAIR™ poques son suficients per al
hores fins a 2-3 dies. diagnostic
Posteriorment, el teixit és
processat en alcohol al 70%
seguit del protocol de cada
laboratori
Sharmaet | Estudi Avaluar i Malaltia unguial | Fixar durant 24 h amb El suavitzant
al. 12 descriptiu comparar el inflamatoria formaldehid al 10%. Es van Comfort i la crema
(2020) transversal paper de processar durant 14 h amb Veet son

consecutiu des
de desembre
de 2013 a abril
de 2015 en
pacients
d’entre 15163
anys. Es van
obtenir 30
biopsies amb

diferents agents
suavitzants en
biopsies
d’ungles amb
patologies
inflamatories

alcohol isopropilic graduat,
acetona, xile i parafina.
Es retalla el bloc de

parafina i es col-loca boca
avall en una placa de Petri
que conté I’agent suavitzant
(suavitzant de la roba
Comfort, crema depilatoria
Veet, aigua destil-lada i
KOH al 30%) durant 10

suavitzants efectius
per la queratina,
perod la crema
depilatoria en ser
més viscosa, pot no
ser un bon métode
per obtenir una
bona tira de
seccions.

El KOH va produir
un estovament

Taula 1. Resultats dels articles extrets de les bases de dades
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punch de 4
mm

minuts. Es tallen les
seccions (4 um) del teixit
després de cada aplicacio i,
després, cada bloc es torna
a retallar entre cada
tractament per evitar un
efecte acumulatiu dels
diferents agents. Es
tenyeixen amb H/E

desproporcionat i
un efecte
perjudicial en la
gualitat de la
seccid. Si pot ser
atil per ungles molt
hiperqueratosiques.
L’aigua destil-lada
no va estovar
adequadament el
teixit i la qualitat de
la seccio va ser
mediocre. Per tant,
no és un agent
suavitzant ideal

Byung et
al. [#3

(2022)

21 cadavers
(27 polzes i 28
hal-luxs)

Proporcionar
mesures
objectives del
melanoma
subunguial pel
seu Us en la
cirurgia
funcional
analitzant
I’anatomia
unguial

Melanoma
subunguial

Procés histologic estandard.
Les seccions es van obtenir
a 10 pm i tenyides amb
H/E i CD31

Poca mostra, tots
els cadavers eren
coreans i en gran
majoria, homes

Taula 1. Resultats dels articles extrets de les bases de dades
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TECNICA RESULTATS

Tecnica amb oli de cedre (Garcia) L’oli de cedre provoca menys enduriment i danys a I’ungla.

- Alcohol al 90% 25 minuts Es ideal tant per mostres que continguin parts toves com

- Alcohol al 95% 25 minuts queratosiques.

- Alcohol al 98% 25 minuts Actualment, I’autor utilitza KOH al 17% i amoniac doméstic

- Submergim la mostra en oli de cedre durant 72 hores a T° ambient al 10%. L'hidroxid de potassi pot danyar la melanina i els

- Algunes mostres necessiten un pas extra amb xilé per afavorir la infiltracié de parafina pigments de ferro.

- Parafina a 61°C durant 2-3 h També es pot submergir el bloc 15 minuts en un bany d’aigua
abans del tall.

Técnica NAIR™ (semblant a la crema depilatoria Veet) (Dick et al.)

- La mostra ha de mesurar 0.2 cm

- S’embolica en un paper de biopsia i s’introdueix dins el casset. Es submergeix en la soluci6é Nair
durant 2-3 h. Es fa en una proporcié 2:1 (dos parts en la solucié Nair i una en aigua)

- Es deixa el casset dins d’aigua corrent i es processa dins el protocol estandard del laboratori

Técnica amb KOH al 17% (Nail Prep, StatLab) (Ruben et al)

- Es diposita la mostra dins d’una solucié amb amoniac al 10% entre 4 i 6 h depenent del gruix
- Lamostra es deixa durant 5 min en aigua corrent

- Esfixa en formaldehid al 10% durant 4-6 h

- Es processa dins el protocol estandard del laboratori

- S’elabora el bloc de parafina

- Es submergeix en NailPrep durant 15-20 min

- Estallen les seccions i es deixen a I’estufa durant 1 h a 60°C

- Latincio6 és amb H/E

Taula 2 . Resultats del llibre “Scher and Daniel’s Nails” escrit per Rubin et al. (24]
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HOSPITAL/
ANY

PROCEDIMENT

Hospital Son Llatzer [*51(2009)

Després del procés d'estovament i fixacid (col-locar I'ungla en KOH durant 1 hora, comprovar duresa i si no és suficient es manté
una altra hora fins a un maxim de 3 hores i posteriorment es fixa en formaldehid). Es realitzen 3 talls i es tenyeixen Unicament amb
PAS.

Hospital Universitari de
Bellvitge 1% (2020)

KONCPA (La mostra ha d’arribar en fresc, si no s’ha d’avisar al patoleg) NO KONCPA

Fer un procediment o un altre, dependra del facultatiu que realitzi la peticié de la bidpsia.

- S’introdueix la mostra en un tub Falcon - Es descriu la mostra

- Es submergeix la mostra en 3ml de KOH al 20% previament - Essubmergeix I’'ungla en KOH al 20%
escalfada a 56° al bany Maria 30 minuts, fins que es desfaci I’ungla - Escomprova la duresa amb una agulla

- Un cop desfeta, es retira del bany i s’afegeix 7 ml de sérum histologica cada 2-3 minuts fins que la
fisiologic, creant una pasta poguem tallar

- Escentrifuga a 2500 rpm. 10 minuts - Esrealitzen seccions transversals

- Decantem el sobrenedant - Els fragments d’ungla s’introdueixen al

- Amb una pipeta Pasteur s’agafa el sediment i es realitzen casset. Al lateral d’aquest, amb llapis s’escriu
extensions en un portaobjectes pretractat “ungla”

- Esdeixa assecar a temperatura ambient 24 hores - Els cassets s’introdueixen en un pot amb

formaldehid, per posteriorment processar-los

- Estenyeix amb PASD i Grocott . §
amb el protocol estandard del laboratori

*Si és un punch de lamina unguial, el patoleg ha de separar 1’'ungla de la
pell. El procediment és el mateix

Taula 3. Resultats dels protocols
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Donat que un dels protocols més utilitzats inclou 1’as de KOH, aquest és el que hem seleccionat
per a ser estudiat a la practica. Segons el recull de I’experiéncia dels professionals, un
inconvenient dels tractaments fets servir és la dificultat que es té després per obtenir resultats
concloents si es vol dur a terme IHQ. Per valorar com afecta el KOH al resultat de la IHQ, hem
dut a terme una IHQ amb un anticos anti-SMA, ben caracteritzat a pell, després de tractar els
talls amb 3 concentracions de KOH (0, 2 i 20%) a diferents temps (10 segons, 30 segons, 1
minut, 2 minuts i 5 minuts).

Després d’haver realitzat el protocol detallat a 1’annex 1, els resultats han estat analitzats per
microscopia optica per dos observadors independents i corroborats per un tercer. Es va registrar
la intensitat del marcatge segons el criteri: +, baix; ++, intermedi; +++, intens. EIl resum
d’aquests resultats de marcatge es recull a la taula 4.

Cal destacar que en totes les condicions s’obtenen unes tincions correctes (figures 10 i 11),
coincidint amb la localitzacié d’SMA que ja esta descrita. Si es compara la intensitat de
marcatge, aquesta ¢s maxima quan s’utilitza KOH al 2%.

També, s’ha dut a terme el mateix procediment amb H/E. Les imatges es poden veure a la

figura 1 de I’annex 1.

INTENSITAT DEL MARCATGE

TEMPS | CO(;/ ,‘il_'?g g'l_) 2% KOH ( coc(;/ KI_'FF? (';L) 20% KOH
10 segons + ++ + ++
30 segons + ++ + ++

1 minut + + + +

2 minuts + +++ + ++

5 minuts + ++ + ++

Taula 4. Intensitat del marcatge amb anti-SMA i KOH a diferents temps (10 segons, 30 segons, 1 minut, 2 minuts i 5 minuts)

i concentracions (0%, 2% i 30%) de KOH

17



Figura 10. Microfotografia obtinguda al microscopi optic d'una seccié histologica de pell de dit on s’ha realitzat la IHQ amb anti-SMA amb un tractament previ amb KOH. Control negatiu 20x (A),
control positiu anti-SMA KOH al 0% 20x (B), 2% KOH 1 minut 20x (C), 2% KOH 2 minuts 20x (D) i 2% KOH 5 minuts 20x (E). Font: autoria propia
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Figura 11. Microfotografia obtinguda al microscopi optic d una seccié histologica de pell de dit on s’ha realitzat la IHQ amb anti-SMA amb un tractament previ amb KOH. 20% KOH 1 minut
20x (A), 20% KOH 2 minuts 20x (B) i 20% KOH 5 minuts 20x (C). Font: autoria propia
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5. DISCUSSIO

En aquest apartat s’exposa 1’analisi dels resultats obtinguts pel que fa a la cerca d’informacio
sobre la metodologia emprada per a I’estudi histopatologic de les ungles (objectiu 1) i la
practica duta a terme per avaluar les consequéncies de I'is d’un dels tractaments més habituals,
el KOH, en la IHQ (objectiu 2).

Després d’analitzar les diferents fonts d’informacié incloses en I’estudi (articles, llibres i
protocols), cal destacar dos aspectes metodologics en queé els autors coincideixen, podent-se
considerar el gold standard: I'Gs de formaldehid al 10% com a fixador, i la tincié amb H/E.
Excepte Sharma et al.l'% tots tenen en comu, també, 1’Gs de PAS com a técnica de tincid
complementaria amb la finalitat d’observar microorganismes. Martinez et al.[®l i Grover et

al.Plinclouen una tercera técnica, amb plata de metenamina per a la deteccié de fongs.

Les principals diferéncies fan referéncia a 1’as dels estovants. Grover et al. i Sharma et al. sén
els autors que més varietat n’han aplicat en els seus estudis. Els seus protocols coincideixen
forca en 1’us d’aquests agents. Grover et al.>8 van realitzar els primers estudis amb fenol al
3%; posteriorment van utilitzar KOH al 10% i soluci6 NAIR™ (tioglicolat al 10%).
Curiosament, tant Grover et al.’l com Sharma et al.[*? han provat suavitzant de roba (Mollifex
Gurr i Comfort, respectivament). Sharma et al.[*? també han utilitzat crema depilatoria Veet
(un dels seus components és el tioglicolat), aigua destil-lada i KOH al 30%. Martinez et al.[®]
coincideixen amb els anteriors autors en 1’as de KOH, tot i que en proporcions diferents (al
10%) i afegeixen Tween™40 al 10% i acid nitric al 10%. Doolan et al.[**! i Velasquez et al.l*"]
fan servir un Unic estovant: soluci6 NAIR™ j agar granulat 1.5 g/100 ml, respectivament.

Byung et al.l*¥1s6n els dnics autors que processen les bidpsies unguials com la resta de mostres.

Només Grover et al.5®l, Sharma et al.l*?! i Byung et al.*¥l especifiquen el gruix de la seccié
gue obtenen per microtomia: 5 um, 10 um i 4 um, respectivament. Tot i no coincidir, es troben

dins del rang habitual de gruix de seccid histologica.

Els Unics autors que estableixen unes conclusions sobre I'Us dels diferents productes en el seu
estudi son Sharma et al.[*?l determinen que tant el suavitzant de roba Comfort com la crema
depilatoria Veet son efectius com estovants de la queratina, tot i que aquesta ultima es molt
viscosa i pot dificultar la microtomia. També conclouen que el KOH al 30% dona lloc a un
estovament desproporcionat, resultant efectiu només en ungles hiperqueratosiques. En ultim
lloc, ’aigua destil-lada no estova adequadament el teixit i la seccid obtinguda resulta d’una

qualitat mediocre.
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Rubin et al.*4 recullen al seu llibre Scher and Daniel’s Nails la proposta de tres autors diferents
respecte al tema que tractem. Mentre que Dick et al.[**! utilitzen NAIR coincidint amb Grover
etal.’l i Doolan et al.l**l, Ruben et al.? es decanta per s de KOH al 17% igual que Martinez
et al.l®l i Sharma et al.l!? perd en concentracions diferents, tal i com queda reflectit

anteriorment.

Els estudis de Michael Garcia™™ també els recull el llibre de Rubin. Garcia introdueix I'Us d’oli
de cedre com a tractament, i es conclou que és 1’agent suavitzant que provoca mes estovament,
menys danys a I’ungla i €s ideal tant per mostres que continguin parts toves com queratosiques.

Tot i aix0, Rubin et al.['lusen actualment Nail Prep (KOH al 17% i amoniac domeéstic al 10%).

Queda pales que no hi ha un anic procediment seguit pels autors recollits aqui, tot i que hi ha
coincidéncies en 1’us prioritari de KOH com a agent suavitzant, tot i usar-Se a concentracions
diferents, que varien entre 10% i 30%. Aquesta diversitat es manifesta, aixi mateix, als
protocols d’estovament de I’ungla que segueixen al Servei d’AP de PHUB® (L’Hospitalet de
Llobregat) i I’'Hospital Son Llatzer™™ (Palma de Mallorca). Aquest Gltim, segueix un protocol.
Utilitzen com agent suavitzant I’hidroxid de potassi. Tot i aix0, Rubin et al.[** desaconsellen
el seu Us perqué pot danyar la melanina i els pigments de ferro. EI PAS és la seva Unica técnica
de tincid.

A I’HUB se segueixen dos procediments ben diferenciats: d’un en resulta I’extensio de ’'ungla
després d’haver-la desfet (KONCPA), i de I’altre se n’obtenen seccions d’aquesta (NO
KONCPA). L*Gis d’un o I’altre depén del facultatiu que realitza la petici6 de la biopsial*®l.

Els diferents estudis analitzats coincideixen en un punt important, que la biopsia és una eina
atil per assolir el diagnostic d’una patologia unguial clinicament ambigua i que no es pot
diagnosticar ni per la historia ni per I’aparenca clinica. L’estudi histopatologic permet
discriminar entre la colonitzacio 1 la invasid, confirma I’agent etiologic 1 patogeénic 1 €és un

procediment diagnostic segur 6781011,

Resulta, doncs, imprescindible dur a terme mes estudis que permetin establir un protocol per a

I’adequat processament técnic de 1’aparell unguial.

Respecte a la part experimental realitzada a la Unitat d’Histologia de la UB, s’ha analitzat la
IHQ amb un anticds ja validat i usat al laboratori (anti-SMA) en talls histologics de pell humana
tractats amb diferents concentracions de KOH i a diferents temps. En totes les condicions, les
tincions han sortit correctament. EI marcatge, pero, és maxim quan el tall es preincuba amb
KOH al 2% durant 2 minuts. D’altra banda, la tincié amb H/E tambe resulta adequada en totes

les condicions, perd és maxima amb el tractament de KOH al 20%.
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Els resultats indiquen que la influéncia del KOH depenen tant de la concentracié com del
temps, perd que en si mateix, no impedeixen dur a terme amb éxit una IHQ. Aquest és un
resultat interessant, ja que se sol atribuir al KOH, les dificultats per a dur a terme amb el teixit
tractat, técniques com la IHQ. Per comprovar aquests resultats caldria repetir I’experiment en
les diferents concentracions i temps.

El fet que el marcatge més intens s’obtingui als 2 minuts amb 2% KOH, per sobre del control
positiu de I’experiment, sense tractament, ens ha fet pensar que aquest tractament podria estar
afavorint el reconeixement anticOs-antigen. Estaria actuant d’element desemmascarador
d’antigen. Les mostres emprades per aquest experiment estan fixades amb formaldehid, factor
que sovint provoca que els antigens siguin menys accessibles pels anticossos especifics. Per
revertir aquesta situacié es fan procediments per desemmascarar els antigens, combinant altes
temperatures amb tampons a diferents pH com el citrat de sodi a pH 6 o ’EDTA a pH 8171,

El KOH, una base forta, podria afavorir aquest desemmascarament i per aixo s’aconsegueix un

marcatge més intens. Per aixo sera molt interessant continuar aquesta investigacio.

5.1. Limitacions de ’estudi

La principal limitaci6 de I’estudi és 1’escassa informacio6 sobre detalls metodologics respecte a
I’estudi histopatologic de les ungles. L’absencia de conclusions envers els estovants utilitzats
pels diferents autors, dificulta el disseny d’una metodologia Optima. Aixo mateix, pero, és el
gue ha motivat aquesta revisio panoramica.

Pel que fa a I’objectiu 2 del treball, la limitacié ha estat el temps i els recursos. Caldria repetir
els experiments per corroborar els resultats, assajar més condicions, i fer-ho amb més mostres
per tal de completar I’estudi. Els resultats obtinguts, pero, reforcen I’interés a continuar

analitzant aquests tractaments.

5.2. Futures linies d’investigacio

Per millorar la qualitat de les biopsies unguials i facilitar el treball dels professionals que es
dediquen a aquest camp, cal seguir realitzant investigacions sobre els diferents tractaments,
confrontar-los i mirar de consensuar un protocol aplicable segons el tipus d’ungla i la patologia

a diagnosticar.
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6. CONCLUSIONS

1. L’abordatge de la metodologia histopatologica unguial no mostra un patr6é d’actuacio
consensuat entre els autors. El tractament per estovar 1’ungla més utilitzat és amb KOH
amb concentracions entre el 10 i 30%, tot i que la més referenciada és al 20%.

2. El tractament amb KOH, en si mateix, no és un impediment per obtenir resultats de
tincio H/E ni d’THQ. El KOH pot estar exercint d’agent desemmascarador d’antigens.
L’optimitzacidé de protocols per a I’estudi histopatologic de 1’'ungla resultara en una

millora de la tasca técnica als Serveis d’AP i del diagnostic per part dels professionals.
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9. ANNEX
9.1. Annexl

PROTOCOL EXPERIMENTAL: TRACTAMENT AMB KOH + TINCIO
H/E | IMMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) AMB ANTI-SMOOTH MUSCLE
ACTIN (aSMA)

PART COMU

1. Seleccionem els talls a utilitzar. Fem servir 22 talls de parafina de 4 pm d’una mostra
de dit del peu i 22 talls de 4 um d’empenya (22 talls per a H/E 1 22 talls per a la [HQ).
2. Posem els talls a I’estufa a 60 °C per eliminar la parafina sobrant.
3. Preparem les solucions de KOH:
2% KOH - 1 g de KOH en 50 ml d’H20
20% KOH - 10 g de KOH en 50 ml d’H20
4. Realitzem el desparafinat i hidratacid del teixit als 44 talls
3 x 5 minuts de xile
2 x 5 minuts d’alcohol (OH) absolut (ABS)
2 x 5 minuts d’OH 95%
2 X 5 minuts d’OH 70%
Rentat 3 x 5 minuts d’aigua destil-lada

5. Realitzem el tractament segons els temps i concentracions indicats a la taula:

KOH 2% KOH 20% H20 (controls)
10 segons 10 segons

30 segons 30 segons

1 minut 1 minut

2 minuts 2 minuts

5 minuts 5 minuts

10 talls 10 talls 2 talls

Immediatament després de submergir cada preparaciéo en KOH, fem tres rentats amb aigua
destil-lada per eliminar les restes de KOH i separem els talls en dues cubetes, una per I’H/E i
I’altra per IHQ.
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H/E (22 talls)
1. Tincio

2 minuts en hematoxilina
1 minut en aigua de ’aixeta
3 segons d’alcohol clorhidric (OH 95% + 1% acid clorhidric)
1 minut d’aigua de I’aixeta
5 segons d’aigua amoniacal (1% amoniac en aigua)
1 minut d’aigua de ’aixeta
1 minut d’aigua destil-lada
2 minuts d’eosina

2. Deshidratem les mostres
3 x 1 minut OH 95%
1 x 1 minut OH ABS
1 x 2 minuts OH ABS
3 x 5 minuts xilé

3. Les muntem amb medi de muntatge DPX
IHQ (22 talls
DIA1

1. 2rentats de 5 minuts en tamp6 PBS (Phosphate Buffered Saline)
2. 30 minuts pel bloqueig de les peroxidases endogenes [10% metanol, 2% d’aigua
oxigenada (H20) en PBS]
En 120 ml de PBS:

10% metanol S - 12 ml de metanol
120 100

2% d’aigua oxigenada % % - 2,4 ml d’aigua oxigenada
3. 3rentats de 5 minuts per eliminar les restes del pas anterior
4. Col-locar les preparacions als carros amb coverplates
5. Bloqueig de les unions inespecifiques [0,2% gelatina, 0,2% tritd X-100, 20% NGS

(normal goat serum) en PBS].
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6.

9.

Afegim I’anticos primari [anti-smooth muscle actin (SMA), Abcam ab5694]
Dilucié 1:400 en PBS. Fem calculs per 23 preparacions (cada preparaci

necessita 125 pl d’anticos)

125x23= 2875 ul PBS > — —— > 7,2 ul d’anticds
400 2875

Deixem les mostres tota la nit a 4°C

Atemperem 10 minuts
Rentar 3x5 minuts amb PBS
Envision rabbit 2-3 gotes 30 minuts
Rentar 3x5 minuts amb PBS
Revelar amb PBS. 0,6 mg/ml de diaminobenzidina (DAB), 0,5 pl/ml H20,. Maxim 10
minuts, control visual
Aturar la reaccié introduint els portaobjectes en PBS
Rentar en aigua destil-lada
Contratincio de nuclis amb hematoxilina
10 segons en hematoxilina diluida
Rentat amb aigua de 1’aixeta
5 segons en aigua amoniacal
Rentat amb aigua de 1’aixeta
Rentat final amb aigua destil-lada
Deshidratar i muntar amb DPX

Figura 1. Microfotografia obtinguda al microscopi optic d’una seccio histologica de pell de dit on s ’ha tenyit amb H/E
amb un tractament previ amb KOH. KOH 2% 10 segons 10x (A) i 20% KOH 5 minuts 20x (B). Font: autoria propia
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DESPARAFINADO HIDRATACION
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Figura 2. Esquema del protocol de tincié amb H/E. Durant el desparafinat s elimina la parafina. El pas amb aigua de
l'aixeta s ’anomena diferenciacio i consisteix, gracies a les sals minerals, en obtenir una coloracio blavosa en comptes
de lila. La deshidratacié final és important perque el medi de muntatge no és hidrosoluble. El medi de muntatge té unes
condicions optiques optimes. Un cop aquest procés ha finalitzat, la secci6 esta llesta per ser observada al microscopi

optic. Font: Atlas de histologia animal y vegetal [8]
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