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Objetivo

Ofrecer una herramienta a los citohistotecnélogos titulados y en proceso de
formacion que estén interesados en conocer sobre la técnica de Mohs, el
procedimiento quirdrgico y técnica histologica en congelacion, mejorando las

competencias y destrezas a nivel profesional.
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Introduccion

La Cirugia Micrografica de Mohs es una técnica quirargico-patologica especifica
para el cancer de piel de alta complejidad que busca erradicar el tumor
completamente, a su vez prestando beneficios estéticos y funcionales a los
pacientes gracias al estudio histopatologico del 100% de los bordes quirdrgicos y
una correlacion clinico-patologica apropiada, preservando la mayor cantidad de
tejido sano y conservando la funcionalidad del tejido del area que se vea afectada.
El manejo de este tipo de cirugia en Colombia ha tomado fuerza con el pasar de los
afios abriendo oportunidades de aprendizaje y empleabilidad para los profesionales
implicados en el procedimiento (patélogos, dermatélogos, citohistotecnélogos). Es
asi como este manual pretende ser una herramienta de aprendizaje y apoyo para
estudiantes y tecnologos en Citohistologia que estén interesados en conocer sobre
la técnica de Mohs, su procedimiento quirdrgico, y técnica histolégica en
congelacion, mejorando las competencias y destrezas, resaltando la importancia
gue tienen los histotecnélogos dentro del éxito del procedimiento ya que gracias a la
calidad de los cortes se podra realizar una adecuada interpretacion histopatolégica

por parte del médico dermatopatélogo.
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1. Historia de la cirugia micrografica de Mohs

La cirugia micrografica de Mohs nace en la década de 1930, gracias a Frederic
Edward Mohs (norteamericano fallecido el 2 de julio de 2002) quien para esta época
era estudiante de medicina y colaborador del &rea de zoologia de la universidad de
Wisconsin, donde se encontraba realizando investigaciones en sarcoma mamario
en ratas, Frederic Mohs decidié inyectar diversos productos quimicos y observar
sus efectos al microscopio, donde descubrié que colocando pasta de cloruro de Zinc
al 20% sobre tejido in vivo se producia una fijacion del tejido, manteniendo intacta
su arquitectura. Adicionalmente se dio cuenta que al realizar cortes horizontales
estos le permitian observar todo el borde profundo, al mismo tiempo que registraba
la ubicacién anatémica de cada muestra en un mapa para localizar solo las zonas
afectadas de tumor para reintervenir (1). Esta técnica sin perfeccionar lograba
obtener tasas altas de curacion a diferencia de otras técnicas que consumian

mucho tiempo y logrando observar sus margenes de manera satisfactoria (2).

Como menciona Marecos M. et al (3) en 1953 la cirugia fue agilizada al realizar la
técnica de tejido en fresco por cortes por congelacion y es la utilizada hasta ahora,
para 1970, Mohs y Robins presentaron los resultados empleando la técnica en
fresco que mas adelante seria corroborada por Tromovitch y Stegman mostrando
un indice de curacidn del 97% al tratar pacientes con carcinoma Basocelular y
Espinocelular (4). Con el paso de los afios se hicieron simplificaciones en la técnica

gue incluso permiten ahora hacer examenes inmunohistoquimicos.
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2. ¢Qué es la Cirugia Micrografica de Mohs?

La Cirugia Micrografica de Mohs es un tratamiento quirargico altamente efectivo y
desarrollada por el Dr. Frederic E. Mohs, la cual consiste en una técnica para la
exéresis precisa de tumores de piel, con ella, los médicos pueden observar mas alla
de los limites evidentes de la enfermedad para identificar a través de un examen
microscopico el 100% de las margenes quirargicas en superficie y en profundidad,
removiendo el tumor en cortes congelados horizontales capa por capa mientras se
deja el tejido sano de alrededor, logrando una tasa de curacion mas alta, un menor
potencial de cicatrices o desfiguramiento, una mejor recuperacion y también un
resultado estético y funcional favorable para el paciente (5).

De acuerdo con la localizacién se definen tres zonas de riesgo: la zona H, la zona M
y la zona L. De acuerdo con Marecos M. et al (3) la lamada zona “H” o “mascara”
es la region del rostro y cuero cabelludo que corresponden a las alas nasales,
septum nasal, cantos oculares mediales y laterales, segmentos pre y
retroauriculares, filtrum y bermellén de los labios, y otras localizaciones son
miembros inferiores (pierna), genitales, mucosas, dedos de manos y pies, y unidad
ungueal. La zona M incluye mejillas, frente, cuero cabelludo, cuello y zona pretibial.

La zona L comprende tronco y extremidades (excluyendo la zona pretibial, manos y

pies) (2).
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3. Indicaciones generales

La cirugia Micrografica de Mohs (CMM) es una técnica quirdrgica altamente efectiva
para los tumores de piel de alta complejidad en cuanto a su localizacion y
funcionalidad anatomica y dificil tratamiento de rutina, logra extirpar el tumor en su
totalidad estudiando el 100% de los bordes tumorales (8), permite un alto grado de
conservacion de tejido sano ya que existe una control histopatolégico inmediato y
guiado, generando a su vez un proceso de reconstruccion rapido y estético para el
paciente, por tanto, se considera la CMM una técnica altamente eficiente.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente la CMM considera una serie de
variables que se deben tener en cuenta para poder realizarla, entre ellas estan;
tumores con margenes pobremente definidos clinicamente, localizacion anatémica
(oreja, cuero cabelludo, sien, preauricular, retroauricular, pliegue nasolabial, canto
ocular interno, filtrum nasal, labial, dactilar, anogenital), tamafio del tumor (0,5 cm o
mayor a 2 cm de didmetro), tumores recurrentes, tumores extirpados de manera
incompleta, invasion perineural, histologia del tumor, pacientes
inmunocomprometidos, carcinomas desarrollados sobre: areas irradiadas,
cicatrices, osteomielitis, inflamacion crénica o ulceracion y carcinomas asociados a
sindromes genéticos.

Teniendo en cuento lo anterior los diferentes estudios han demostrado una tasa de
curacion alta tanto para tumores primarios como recidivas comparadas con los
procedimientos quirdrgicos convencionales, los cuales toman mayor cantidad de

tejido sano afectando la estética y funcionalidad del tejido. Es por esto por lo que la
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cirugia microgréfica de Mohs es un procedimiento altamente efectivo para tumores
como el carcinoma basocelular y espinocelular entre otros que seran mencionados

mas adelante (7).

4. Indicaciones especificas

4.1 Localizacion

La cirugia micrografica de Mohs es realmente (til cuando se trata de zonas de alto
riesgo lo que permite conservar el tejido sano al margen del tumor facilitando la
reconstruccién en pro de la funcionalidad y la estética de la regién tratada, como se
mencion6 anteriormente la CMM es eficiente para tumores que se encuentran las
zonas H zona del rostro (figura 1), zona M incluye mejillas, frente, cuero cabelludo,
cuello (figura 1), y zona L comprende tronco y extremidades (excluyendo la zona

pretibial, manos y pies (figura 2) (2).

Figura 1. Zona Hy M facial. Figura 2. Zona H extremidades
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4.2 Tamafio

Galimberti G. y Ferrario D. (7) consideran que los tumores candidatos a la cirugia
microgréfica de Mohs son aquellos que en tronco o extremidades son mayores a 2
cm, en rostro mayores a 1 cm, pero si se localiza en la zona H cualquier tamafio es
candadito a la cirugia. Los tumores mayores de 2cm poseen un mayor riesgo de
invasion local o inclusive en algunos casos a distancia, por ello se consideran de

alto riesgo y candidatos a la cirugia (4,8).

4.3 Clinica

La cirugia micrografica de Mohs por su capacidad de poder evaluar el 100% de las
margenes tumorales ayuda a orientar el diagnéstico de la extensién tumoral (4, 8).
Los tumores con bordes irregulares y dificultad en la definicion de los limites clinicos
se encuentran asociados a tipos histolégicos agresivos e infiltrantes, se describe
gue en algunos casos que, aunque se logre una extraccién tumoral total puede
desarrollarse un tumor perilesional e inclusive la afectacién con una nueva lesion

tumoral en los tejidos usados para el cierre.

4.4 Histologia

Los margenes clinicos poco definidos se asocian a patrones histologicos infiltrantes
gue pueden presentar una progresion invasiva como ocurre en algunos subtipos del
carcinoma basocelular. Algunos tumores pueden hacer una invasion perineural

bajando la resistencia al crecimiento local, pero aumentando el riesgo de metéastasis
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o recurrencia. La cirugia micrografica de Mohs permite la extirpacién completa del

tumor al detectar la invasion y progresion.

4.5 Tumores recurrentes
Los tumores recurrentes suelen presentar un caracter infiltrante y un patrén de

crecimiento agresivo en superficie e inclusive debajo de la cicatriz quirdrgica.

4.6 Escision incompleta

Una escision incompleta supone un crecimiento subclinico del tumor siendo mas
agresivo. Cuando se requiere preservar tejido sano y el tumor presenta unas
margenes profundas o inclusive se desconoce la orientacion se emplea la cirugia

micrografica de Mohs.

4.7 Inmunidad del paciente

En pacientes trasplantados la cirugia micrografica de Mohs es la primera indicacion
de tratamiento tumoral por el aumento de la probabilidad de desarrollar tanto
canceres sistémicos como cutaneos con aumento considerable en el caso de un
carcinoma basocelular. En los pacientes trasplantados los tumores suelen ser mas

agresivos que pueden aparecer en zonas de alto riesgo (7).
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5. Tipos de tumores tratados en la cirugia micrografica de Mohs

5.1 Carcinoma Basocelular

El carcinoma basocelular es la variante mas frecuente de cancer de piel y asi como
su nombre lo indica tiene su origen en la capa basal de la epidermis y sus
apéndices. Se caracteriza por ser de crecimiento lento. localmente invasivo y
destructivo y presentar un bajo potencial metastasico (7). Segun Kumar V, Abbas
AK, Aster JC y Robbins (8) tiende a presentarse en zonas sujetas a exposicion
cronica al sol y en personas con escasa pigmentacion. Macroscopicamente los
carcinomas basocelulares se presentan como papulas perladas que a menudo
presentan vasos sanguineos prominentes y dilatados (telangiectasia). Puede llegar
a parecerse a los melanomas ya que algunos tumores contienen pigmento
melanina.

Clinicamente se presenta principalmente como: nodular, superficial y morfeiforme

(9).

5.1.1 Nodular

Constituye alrededor del 60% de los casos y se presenta en la cara como una
neoformacion exofitica de aspecto rosado, es una lesion de apariencia aperlada o
traslicida que comunmente presentan telangiectasias. Con el tiempo, el tumor
puede aumentar de tamafio y ulcerarse, pero suele quedar un borde enrollado

elevado, que es un indicio clinico para el diagnaostico (9).
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5.1.2 Superficial

Representa el 30% de los casos y los hombres presentan una mayor incidencia en
estos. Se presenta como manchas o neoformaciones planas rosadas o
eritematosas con una descamacion ligera, se presentan con mayor frecuencia en el

tronco. Tiende a ser de crecimiento lento y variar en su tamafo (9).

5.1.3 Morfeiforme o esclerosante
Constituye del 5 al 10% de los casos, son neoformaciones suaves, atroficas, palidas

0 con un leve eritema. Usualmente de consistencia firme o indurada (9).

5.2 Carcinoma Espinocelular o Epidermoide

Este es el segundo en frecuencia después del carcinoma basocelular y es resultado
de la transformacion maligna de los queratinocitos de la epidermis y sus anexos. Es
un tumor frecuente que surge en zonas que han estado expuestas al sol en
personas mayores, con una incidencia mayor en hombres que en mujeres. Los
factores predisponentes son la luz solar, los carcinégenos industriales, Ulceras
cronicas, cicatrices antiguas de quemaduras, etc. Suelen aparecer como placas
rojas bien delimitadas que pueden surgir de una queratosis actinica previa (8). El
carcinoma espinocelular puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo incluyendo las
mucosas y los genitales, pero es mas comdn encontrarlo en areas expuestas
cronicamente al sol, como en la oreja, el labio inferior, la cara, la piel cabelluda, el

cuello, el dorso de las manos, los brazos y las piernas (7).
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5.2.1 Carcinoma Epidermoide in situ

El carcinoma epidermoide in situ es aquel que se encuentra limitado a la epidermis
y es el precursor del carcinoma epidermoide invasivo, el cual debe tratarse de
manera agresiva y certera para evitar su progresion y que empeore el pronéstico del
paciente (11).

La enfermedad de Bowen es un carcinoma epidermoide (in situ) en el que existen
cambios displasicos en todo el espesor de la epidermis, se encuentra considerado
dentro de las lesiones pre-cancerosas, queratinociticas y afecta generalmente a
personas de piel clara de mas de 60 afios. Clinicamente se caracteriza por ser de
crecimiento lento y puede presentar como papulas y placas solitarias o multiples, se
manifiestan tipicamente como placas finas de uno a varios centimetros,
eritematosas, con escamas o costras sobre las mismas, de bordes irregulares, que

puede recordar una placa de psoriasis (12).

5.2.2 Carcinoma Epidermoide infiltrante

Es un tipo clinico de carcinoma que aparece con mayor frecuencia en los hombres
gue en las mujeres, es mas comun después de los 50 afios y suele aparecer en
lugares mayormente soleados y en personas que trabajan bajo la luz solar de forma
directa 0 que tienen contacto con sustancias quimicas carcindgenas. Clinicamente
se puede manifestar como un tumor sangrante, de aspecto de carne cruday en
cuya superficie se pueden hallar papulas erosivas, nédulos y también ulceraciones
con base necrotica. Es un tumor aislado, de crecimiento lento y progresivo, su

evolucion puede variar desde meses hasta afios (13).
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5.3 Queratoacantoma

De acuerdo con Ferreyra de Prato R. et al. (10) el queratoacantoma es una
neoplasia escamosa cutanea queratinizante comun, caracterizada por un
crecimiento rapido y abundante, seguido por una involucion espontanea y su
aparicion clasica es en la piel expuesta al sol de individuos de edad avanzada de
piel clara. Ocurren casi dos veces mas frecuentemente en hombres que en mujeres,

se presenta en edades avanzadas entre los 60 y 70 afos.

El queratoacantoma se desarrolla a partir del foliculo piloso, y siguiendo esta teoria
se ha propuesto una clasificacién que divide a los queratoacantomas en dos tipos:
el queratoacantoma tipo | deriva de células en el foliculo piloso distal, son
superficiales y generalmente muestran forma de “brote”; mientras que el tipo I
deriva de células del bulbo piloso, invaden mas profundamente y tienen forma de

‘domo” o de “fresa”(14).

5.4 Dermatofibrosarcoma Protuberans

El Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) es un sarcoma originado en la piel y
de diferenciacion fibroblastica. Es una neoplasia que representa menos del 0,1% de
todas las malignidades y el 18,4% de los sarcomas de tejidos blandos. Es un
sarcoma cutaneo de crecimiento lento (lo que lleva a que en promedio el
diagndstico se haga 10 afios después de que aparecieron las primeras
manifestaciones) y baja incidencia que afecta principalmente a las personas entre

20 y 39 aflos. Comunmente se localiza en el tronco seguido de las extremidades
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superiores. Clinicamente consiste en un tumor de color piel, rosado, pardo o
violaceo y de consistencia firme, aunque estas caracteristicas pueden cambiar con
el tiempo de evolucion. Usualmente las lesiones adquieren un crecimiento exofitico

con el tiempo e inclusive hay algunas lesiones que se mantienen sin protruir (15).

5.5 Melanoma

El melanoma es un tumor maligno derivado de los melanocitos y constituye el tercer
tipo de mas frecuente de cancer de piel (16). También se puede originar en las
células névicas y se puede presentar en la piel, mucosa, en toda la regién
anatomica que presente melanocitos: cavidad bucal, ojo, ano, o genitales. Existen
varios factores de riesgo asociados al melanoma como: la radiacién solar, herencia,
inmunosupresién, edad y sexo (17). Segun Schwartz AR. en hombres se presenta
con mayor frecuencia en espalda y en las mujeres en las piernas. Su forma clinica
depende de su patrén de crecimiento y se pueden observar dos fases, una inicial de
crecimiento radial que se extiende lateralmente que clinicamente se observa como
una lesion plana y posteriormente una fase de crecimiento vertical consistente en un

crecimiento hacia la dermis y la vecindad de estructuras vasculares y linfaticas.

El melanoma se clasifica en cuatro subtipos:

5.5.1 Melanoma extensivo superficial
es el tipo de melanoma mas comun 70% que se puede ubicar en cualquier region,

en extremidades inferiores como en tronco. Es una lesion plana que puede
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presentar areas elevadas con tonos multiples como café claro y oscuro, negro, azul,
rojo o gris. Generalmente de crecimiento lento que afecta a personas entre la cuarta

y quinta décadas de vida (16)(17).

5.5.2 Melanoma nodular

Se presenta en un 15% de los casos, puede ubicarse en cualquier regidén y en areas
como el tronco, cabeza o cuello. Es una lesion elevada semejante a una placa
gruesa o lesion cupuliforme, polipoide o exofitica. Se presenta como una lesion en
tonos de azul, negro y ocasionalmente sin pigmento. Generalmente de crecimiento

rapido (meses), se presenta entre la quinta y sexta década de vida (16)(17).

5.5.3 Lentiginoso acral

Se presenta en menor proporcion a diferencia de los dos subtipos anteriores en un
5-10% de los casos, esta lesidn se ubica en palmas, plantas y regién subungueal.
Se presenta en pacientes mayores como una lesion pigmentada macular con
papulas o nédulos focales con tonos multiples de café, negro, azul y zonas des
pigmentadas. En la regidén subungueal: se presenta como una lesion pigmentada en
zona de matriz, con extension a lecho y lamina ungueal. Generalmente de

crecimiento lento (16)(17).

5.5.4 Melanoma de lentigo maligno
Se presenta en menor proporcion en un 5% de los casos, se presenta en areas

fotoexpuestas como cara, cuello y dorso de manos. Se presenta como una lesion
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pigmentada plana con areas focales solevantadas. En tonos azules y grises. Es de

crecimiento lento (hasta 20 afios) y se presenta en pacientes mayores (16)(17).
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DESCRIPCION PASO A PASO DE
LA CIRUGIA MICROGRAFICA DE

MOHS
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6. Procedimiento quirdrgico e histotecnolégico

La cirugia micrografica de Mohs (CMM) tiene dos momentos importantes dentro de
su proceso general, el primero comprende el proceso quirurgico y el segundo
cuando la muestra tumoral llega al laboratorio de histopatologia y es procesada.
Para que la CMM sea exitosa esta debe contar con un equipo interdisciplinario
capacitado para este tipo de procedimientos.

A continuacion, se describen los pasos que sigue la cirugia micrografica de Mohs y
la razén de ser un procedimiento exitoso en la erradicacion de tumores malignos de

piel.

6.1 Delimitacion de los bordes

Una vez es aceptado y firmado el consentimiento informado, el paciente es
preparado para la intervencion. Se realiza asepsia y antisepsia, seguido el médico
dermatélogo delimita los margenes clinico-quirdrgicos del tumor empleando un lapiz
dermografico (17). El area es anestesiada localmente con lidocaina al 1% o 2% con
o sin epinefrina al 1x200.000 (est& indicada para mejorar la vasoconstriccion), se
emplea anestesia general en un minimo de los casos. El médico dermatdlogo
delinea la escision planeada con méargenes pequefias de (2-3 mm) desde el defecto
quirdrgico dejado por la citorreduccion para ello se puede emplear un lapiz

dermografico o fotografia (figuras 3y4).
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Figura 3. Delimitacién de los bordes clinico- Figura 4. Delimitacion de los bordes clinico-
quirurgicos por el médico dermatologo. quirurgicos a 2 a 3 mm de margen.

6.2 Reseccion del tumor

Después de 10 minutos que ha hecho efecto la anestesia y hay vasoconstriccion, se
realiza la extraccién macroscopica del tumor (que recibe el nombre de
citorreduccion) que consiste en hacer una reseccion oncolégica del tumor
clinicamente visible empleando un bisturi o la cureta. Se realiza la incision
(denominada primer estadio) en forma de plato empelando con una hoja de bisturi
angulada a 45° (figura 5y 7), de tal manera que la epidermis permanezca sobre el
mismo nivel del tejido subcutaneo para ser cortado horizontalmente en el criostato,
se continua con la incision alrededor de la superficie del defecto quirtrgico y se
prolonga en profundidad (figura 6) (8). Antes de extraer el tejido se deben hacer
marcas de referencia en sentido horario en la pieza quirtrgica y en la piel del
paciente, esto con el fin de preservar la orientacion espacial del tejido.
Posteriormente la pieza se envia al laboratorio de patologia para inclusion, corte y

valoracion microscopia por parte del médico dermatopatodlogo.
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Figura 5. Reseccion del tumor en Figura 6. Reseccién y extraccion del Figura 7. Reseccion del tumor (en
angulo de 45°. tumor. forma de plato).

6.3 Mapeo de la lesion tumoral

Una vez obtenida la muestra esta debe transportarse al laboratorio de patologia en
solucion salina y se debe disefiar un mapa o grafico bidimensional en escala 1:1 del
defecto quirurgico, incluyendo las marcas de la piel que se empleara como
referencia. La “hoja de trabajo” debe tener los datos del paciente, diagnostico
tumoral, tamafio del tumor seguin las margenes macroscopicas y su localizacion
anatémica y ubicacion espacial (figuras 8 y 9). Esta hoja seréa la guia principal del
meédico dermatopatdlogo y donde se registraran los datos adicionales del
procedimiento como nimero de laminas obtenidas micraje empleado y numero de

giros o vueltas usados en cada nivel cortado.
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Figura 8. Hoja de trabajo, datos del paciente, Figura 9. !—Ioja de trabajo, mapa anatémico para
diagnéstico y localizacion tumoral. localizacion espacial del tumor.

6.4 ldentificacion del material y tincién de bordes

Una vez elaborada la hoja de trabajo se identificar el tamafio de la muestra (que
guepa en una lamina de vidrio) para determinar si el tejido puede ser procesado
como una Unica pieza o si debe ser subdivida (figura 10), para estos casos cada
segmento se le asignara una letra o nimero que identifique su orientacion. En
algunos casos se realizar tumorectomia (retiro del tumor, dejando los bordes
intactos) (figura 11), si la pieza es pequefia se realiza una abertura tipo pacman de
acuerdo a la orientacion de la pieza (segun manecillas del reloj) y cortes de
relajacion que permiten el adecuado aplanamiento de la epidermis para que quede
al mismo plano horizontal con los bordes (figuras12 y 13), después de esto se
pintan los margenes del tejido en vivo y en el mapa, usando tintas de diferentes
colores especiales para tejidos que permiten la identificacién de los margenes
laterales y profundos, estas tintas no pierden la intensidad del color durante el
proceso histotecnoldgico (4)(8)(24). Este procedimiento lo realiza el médico
dermatélogo, y en algunas ocasiones lo puede realizar el histotecnélogo encargado

siempre y cuando tenga el entrenamiento apropiado para realizarlo.
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Figura 10.Fragmentacion del tejido en Ay Figura 11.Tumorectomia
B, tincion de bordes con negro y azul.

Figura 12.Tumor retirado al lado derecho y Figura 13.Muestra con cortes circulares de
bordes pintados de color verde a las 12 y relajacion (sin retiro del tumor, se obsrva en
amarillo a las 6 (segin manecillas del la zona central) y bordes pintados de color
reloj). verde a las 12 y amarillo a las 6 (segun

manecillas del reloj).

6.5 Aplanamiento de los bordes de seccion

Una vez se han pintado los bordes y se han realizado los cortes de relajacion
apropiadamente, la muestra se monta sobre un portaobjetos dejando contra el vidrio
el tejido mas profundo y lejano del tumor, de tal forma que el material que queda
expuesto es el tumor original, se va aplanando con los dedos o con pinzas el tejido
de manera uniforme para que todos los bordes y la epidermis queden sobre el

mismo plano horizontal o al mismo nivel horizontal (figural4) (24). Para mayor
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precision se puede usar la pistola de criocirugia que contiene en su interior
nitrégeno liquido y facilita el aplanamiento adherencia a la lamina de manera mas
rapida por el efecto del frio (figural5), también se puede realizar el aplanamiento
dentro del mismo criostato sobre la criobarra (maneja temperaturas hasta -52°C)

para aquellos equipos que cuenten con este tipo de barra (figural6).

Figura 14. Aplanamiento de Figura 15. Aplanamiento con F_igura 16. A_planamien_to con
bordes y epidermis en plano dedos y pistola para pinzas en criobarra (criostato).
horizontal con pinzas. criocirugia.

6.6 Inclusion de la muestra

Para la inclusion de la muestra se deben tener en cuenta varios factores, el primero, el
criostato debe estar calibrado y mantener la temperatura por debajo de -20°C para
poder garantizar el enfriamiento, consistencia y dureza del bloque, segundo, tener el
medio de congelacion llamado OCT (optimal cutting temperature) medio que impide
la formacion de cristales de hielo y el plegamiento del segmento del tumor Faizal
M.(8) en Colombia este medio recibe varios nombres pues cada casa comercial
maneja sus referencias, tercero, debe existir moldes de diferentes tamafos porque
las piezas pueden variar de acuerdo al tamafio del tumor, cuarto tener pesas para
ayudar al aplanamiento del bloque y por ultimo y de manera opcional tener la pistola

de criocirugia que puede facilitar el enfriamiento rapido del bloque.
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Una vez las condiciones de equipos y elementos sean acordes se procede al
encastramiento de la muestra por congelacion, el cual se realiza haciendo una
superficie elevada con OCT sobre el molde previamente frio (figura 19), se pone en
la criobarra para que tome consistencia, enseguida se toma la lamina que contiene
la muestra ya aplanada y se cubre con OCT (figuras 17 y 18), se deja enfriar
levemente para poder sobreponerla boca abajo en el molde que se acaba de
elaborar y se pone sobre este material una pesa que genere una superficie plana
(figura 20), se espera aproximadamente un minuto para que tome consistencia
donde se puede evidenciar la muestra incluida completamente plana (figura 21), se
retira la lamina frotdndola sobre la mano generando una friccién para que se
desprenda, se perfila el bloque (figura 22) (quitar con una cuchilla fria los excesos
de OCT de los bordes, esto facilita al momento del corte la impresion de la seccion

a la ldmina) y se deja listo para corte.

Figura 17. Cubrimiento del tejido con OCT sobre Figura 18. Cubrimiento del tejido con
lamina. OCT sobre lamina (vista superior).
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A S
Figura 19. Elaboracion de blogue sobre molde Figura 20. Aplanamiento con pesa.
con OCT.

Figura 21. Confeccién del bloque finalizada, con Figura 22. Bloque perfilado.
tejido plano.

6.7 Cortes histologicos

Los cortes por congelacion son un reto para este tipo de técnica dado que no es
igual realizar un corte de biopsia por congelacién de rutina, a un corte por técnica de
Mohs, esta ultima exige un nivel de calidad en orientacion, desbaste y calidad del
corte.

En CMM el ideal es no desbastar el material hasta lograr llegar completar la
totalidad de la muestra, puesto que los primeros niveles que se obtendran seran de

la zona profunda del tejido, zona que debe ser valorada microscopicamente para
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tener certeza estar libre de células tumorales, por tanto la destreza del
citohistotecnélogo debe agudizarse en la orientacién del bloque para que este
guede nivelado al filo de la cuchilla y practicamente empezar a cortar el tejido a
nivel, de esta manera el dermatopatologo y dermatélogo podran calcular la

profundidad en micras de los niveles que seran valorados microscépicamente.

6.7.1 Calidad de los cortes

Los cortes para este tipo de tejidos pueden variar segun su origen y se deben realizar a
un micraje determinado entre 3 a 7 micras y un numero de vueltas (generalmente 5)
establecidas por el dermatologo. Estas secciones se obtienen de la parte profunda
hacia arriba. Asi tedricamente son procesadas toda la profundidad y el margen
epidérmico de forma que el lado interno, es decir, el préximo al tumor quede hacia
abajo e ir avanzando hasta completar de manera serial la totalidad de todo el tejido,
para esto se llegaran a obtener varias laminas con varios niveles de tejido en cada
una de ellas.

En la medida que se va cortando se recomienda hacer uso de pinceles previamente
enfriados para alizar el tejido procurando evitar pliegues, enrollamientos y desgarre

del material (figura 23 y 24).

e —

7

Figura 23. Corte de tejido adiposo, Figura 24. Corte de tejdio adiposo,
alisamiento con pincel. alisamiento con pincel.

33



6.7.2 Cortes en material adiposo

Las muestras que son ricas en tejido adiposo deben enfriarse por debajo de la
temperatura de un criostato estandar para obtener cortes congelados de alta
calidad, de acuerdo con Faizal M.(5) a -40° C, pero en la practica diaria se manejan
muy bien entre -27°C a -30°C estos requieren un tiempo de exposicion de
enfriamiento mas prolongado que el tejido epidérmico o dérmico para el corte y
requieren de paciencia al momento realizar el corte, pues por ser tejido adiposo este
tiende a enrollarse en la zona central del tejido y salir solo la periferia, para esto se
recomienda para ello se recomienda cortar secciones mas gruesas y proyectando
fuerza en el mango al momento de realizar el corte para que este salga completo o
por lo menos con mayor cantidad, usar nitrogeno liquido para reducir la temperatura
del tejido adiposo congelando in situ, esto facilita la preparacion de cortes
congelados de alta calidad (figura 25) (25).

Sin embargo, los tiempos de enfriamiento méas largos conducen a la formacion de
cristales de hielo en el tejido y pueden aumentar el riesgo de artefacto de
congelacion, destruccion celular y contribuir a la pérdida de la histologia del tejido

normal.

Figura 25. Tejido adiposo enfriado con nitrdgeno liquido.
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6.7.3 Cortes en material con cartilago

El cartilago al tener una contextura que puede ser gomosa o rigida hace que sea
dificil aplanarlo y que al hacerlo contra un portaobjetos otros tejidos se pueden
retraer del margen real. Para optimizar su procesamiento se recomienda mantener
himeda la muestra ya que se dificulta su manipulacién a medida que se desecay
adicionalmente se separa facilmente de las laminas de vidrio en el proceso de
tincion, debido a que el cartilago contiene sulfatos y genera una carga negativa el
uso de laminas cargadas (con carga positiva) ayuda a que el cartilago se adhiera a
esta. Disminuir la velocidad en el proceso de tincién también puede ser Gtil ya que

evitara que el cartilago se lave de la lamina (25).

6.8 Coloracion y revision microscopica de laminas

Los cortes por congelacion se colocan en varios portaobjetos rotulados con los
datos de la muestra, el estadio y el corte. Se tifien con azul de toluidina o
hematoxilina-eosina. Para ciertos tumores y con el objetivo de evitar falsos
negativos se pueden emplear técnicas de inmunohistoquimica para tumores mal

diferenciados o con infiltrado inflamatorio importante (25).

6.8.1 Coloracion hematoxilinay eosina

La hematoxilina se obtiene a partir de la madera de la planta leguminosa llamada
palo de Campeche (Haematoxylum campechianum), es un colorante cationico o
basico que tifie estructuras acidas (basofilas) en tonos azul y purpura, como por

ejemplo los nucleos celulares; y el uso de eosina el cual es un colorante que tifie
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componentes basicos (aciddéfilas) en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza
anionica o acida, como el citoplasma (25).

Como menciona Aslam A. y Aasi Z.(24), los pasos clave son la fijacion,
hidratacion, tincion, contratincion, deshidratacion y aclarado.

La fijacion es muy importante para asegurar cortes congelados de alta calidad, y el
fijador mas comunmente usado es el etanol (70% -90%) porque funciona
rapidamente y proporciona detalles nucleares claros. Después de la fijacion,
hidratacion, tincion con hematoxilina y una serie de lavados con agua, se contratifie
con eosina, es necesario deshidratar el tejido para eliminar toda el agua y el exceso
de eosina. Las soluciones de alcohol deben contener alcohol reactivo al 95% o0 mas
para una deshidratacion adecuada. Finalmente, el aclaramiento es el proceso final y
es lo que hace que el tejido sea translacido.

Las laminas son observadas por el dermatopatélogo y el dermatélogo para detectar
los posibles focos tumorales residuales que se marcan en la grafica 0 mapa con una
sefal de positivo 0 negativo 0 solo con un punto rojo. De ser positivo se marca en el
mapa del paciente el sitio exacto del tumor residual y pasa a llamarse segundo
estadio. Los cortes al microscopio se debe observar la epidermis completa y las

tintas con las cuales se identificaron los bordes (figuras 26,27,28).
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Figura 26. Borde pintado de Figura 27. Borde pintado de Figura 28. Epidermis. Coloracion
amarillo. Coloracién HyE verde. Coloracion HyE. HYE.

6.8.2 Coloracién azul de Toluidina

El azul de toluidina es un colorante catiénico de color azul, ortocromético cuando se
une a los acidos nucleicos y se tifie de color parpura rojizo cuando se une a los
glucosaminoglicanos, por lo cual esta tincion es metacromatica. Algunos cirujanos
de Mohs creen que este contraste de la tincion azul del carcinoma de células
basales se suma con la tincibn de metacromasia purpura rojiza de los
glucosaminoglicanos en el estroma circundante que ayuda a delimitar mejor el
tumor de las estructuras anexiales, esta tincion es mas rapida y sencilla que H&E y

no requiere contratincion, aunque el detalle nuclear es inferior (24).

6.9 Reconstruccién
Se evallan las distintas opciones de cierre del defecto quirdrgico una vez se ha
obtenido el 100% de las margenes libres de tumor. Marecos M. et al (3) mencionan

el cierre por segunda intension, cierre simple afrontando bordes e incluso el uso de
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injertos o colgajos. Esto dependera del defecto quirargico, su sitio anatdbmico y la

habilidad del cirujano.
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7. Biopsia por congelacion

La técnica de cortes por congelacion o mas conocida como biopsia por congelacion,
es un procedimiento histotecnoldgico realizado en un criostato que permite obtener
cortes histopatolégicos de manera rapida y oportuna ofreciendo un diagnéstico
previo para aquellos casos intraoperatorios que lo requieran (18), con la intensién
de definir los pasos a seguir en el procedimiento quirdrgico, de tal manera que los
resultados pueden ayudar a definir la naturaleza de la lesion (benigna o maligna) la
clasificacion y en algunos casos determinar compromiso de margenes quirirgicos

(19).

Cuando se habla que la técnica por congelacién ayuda a determinar compromiso en
los méargenes quirdrgicos quiere decir que es una técnica es una herramienta de
apoyo para procedimientos quirirgicos que tienen diagnéstico previo de lesiones ya
definidas y requieren de un seguimiento inmediato, consecutivo y vigilado para
concluir tratamiento, por tanto que los cortes por congelacion son una excelente
opcién para la cirugia micrografica de Mohs, ya que esté es un procedimiento que
suele ser ambulatorio que se realiza sobe piezas no tan grandes que permite el facil
desempefio de la técnica para obtener resultados rapidos y 6ptimos que favorecen
al paciente, ya que esta es realizada por personal entrenado y especializado en

inclusion corte e interpretacion microscépica para este tipo de material (18, 19).

En consiguiente el procedimiento de los cortes por congelacion consiste en congelar
de manera inmediata el tejido con un medio de inclusion compatible a las bajas

temperaturas que permita realizar corte de las secciones tisulares en el criostato, la
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transferencia a una laminilla y la coloracion del tejido para finalizar con la lectura

microscopica (16,19).

8. Equipos y materiales para cortes por congelacién

8.1 Criostato

Para realizar cortes por congelacion se requiere de un criostato el cual consta de un
microtomo tipo Minot, mecanico de precisién que se utiliza para obtener cortes en
tejidos incluidos en secciones de espesor micrométrico lo suficientemente delgadas
para ser examinadas al microscopio (20), esté micr6tomo se encuentra incluido en
una cadmara de congelacion, su sistema de refrigeracion no permite que las piezas
se congelen facilitando el engranaje y la facil manipulacion para la realizacion de los
cortes.

Todos los microtomos deben contar con volante de inercia el cual se encuentra en
el exterior del equipo y funciona para controlar el corte y dar avance, dentro de la
camara fria se encontrara el porta cuchillas, porta bloques y el mecanismo de
avance, esta camara debe mantener una temperatura de -20°C para mantener la
consistencia del bloque y permitir realizar los cortes apropiadamente (21).
Dependiendo el modelo del equipo estos pueden contar con crio barra, soporte de
moldes, pesas, tablero de mando y mecanismos de avance digital (figuras 29,30,31,

32).
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Figura 31. Criostato con mecanismo Figura 32. Criostato con mecanismo de avance digita,
de avance digital Leica vista camara fria (crio barra, pesas, soporte moldes).

Figura 29. Criostato con mecanismo Figura 30. Criostato con mecanismo de avance digita,

de avance digital Thermo vista camara fria (crio barra, pesas, soporte moldes).
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8.2 Cuchillas
Las cuchillas, su calibre y calidad son de vital importancia para la obtencién de
cortes parejos, finos y uniformes. Comercialmente se pueden conseguir de alto y
bajo perfil. Escoger el perfil de la cuchilla se basa en el tipo de porta cuchilla que
cuente el quipo y el tipo de muestra que se desea cortar, en el caso de cirugia
microgréfica de Mohs se recomienda usar cuchillas de alto perfil ya que estas
generan mayor estabilidad del corte (menor posibilidad de enrollamiento, pliegues y
vibracién) y pueden soportar la dureza de algunos tejidos como el cartilago, también
facilita los cortes de tejidos -
adiposos y por supuesto de la
epidermis. La mayoria de los

equipos traen el sistema o

dispositivo antivuelco este esta Figura 33. Cuchillas alto perfil
disefiado para reducir la posibilidad de enrollamiento de la seccion cortada

mediante una placa o dispositivo estabilizador (18).
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8.3 Unidad de criocirugia para dermatologia Cry-Ac
Esta unidad o pistola para criocirugias dermatoldgicas son esenciales para
conservar el nitrégeno liquido, en cirugia micrografica de
Mohs es empleado como una herramienta de apoyo para
el aplanamiento de los bordes y epidermis disponiendo el
material en un mismo plano y dejandolo listo para la
inclusién. Este funciona activando el disparador el cual
proporciona facil dispersion del gas y una facil
visualizacion del material a través del cristal del

portaobjetos. Este dispositivo es seguro garantizando la

presion constante interna evitando fugas en la medida que

Figura 34. Unidad de
se desenrosca la tapa y permitiendo un congelamiento criocirugia dermatologica
consistente y preciso ya que conserva el frio propio del nitrogeno el cual es de -
195,8°C. Se debe tener precauciones al momento de su manipulacién puesto que

su baja temperatura puede provocar quemaduras.

8.4 Bateria de coloracion

La bateria de coloracién es indispensable para realizar el proceso de coloracion o
tincion de las secciones obtenidas en el criostato. Esta cuenta con nueve
recipientes de acero inoxidable con canastilla que permite contener los solventes
necesarios como alcoholes, xilenos, hematoxilina de Harris, eosina y agua

amoniacal al 1%.
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Figura 35. Bateria de coloracion HyE

8.5 Tintas para macroscopia

Las tintas para macroscopia son especiales para marcar y orientar las muestras
obtenidas en el proceso quirdrgico y sometidas a congelacion, su finalidad es
diferenciar los bordes internos, laterales y profundos del tejido. Estas tintas tienen la
propiedad de adherirse y no caerse al contacto con alcoholes, xilenos, y colorantes
en el proceso de coloracion de las secciones obtenidas en criostato,
microscopicamente son visibles permitiendo al médico dermatopatélogo visualizar e

identificar los bordes segun fueron pintados.

-,
.

Figura 36. Tinta para macroscopia
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