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Resumen

Introduccién: la cirugia micrografica de Mohs es una técnica quirirgica especializada para el tratamiento del cancer de
piel no melanoma. La histopatologia cumple un rol fundamental, y la eleccion de la tincion es un punto de controversia.
Objetivos: comparar el rendimiento de las tinciones de hematoxilina y eosina (HyE) versus azul de toluidina (AT) durante Ia cirugia.
Método: estudio observacional, descriptivo y transversal a partir de noviembre de 2017 hasta mayo de 2018. Se incluye-
ron las laminas empleadas durante la cirugia en el periodo mencionado. Estas fueron analizadas por el cirujano de Mohs,
tres residentes y una dermopatologa. Se valoro el rendimiento de ambas tinciones, teniendo en cuenta las caracteristicas
celulares y los elementos del estroma.

Resultados: se estudiaron 23 tumores (16 carcinomas basocelulares y 7 carcinomas espinocelulares). Al observarse
al microscopio Optico tanto con la tincion de AT como con HyE no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos en lo global, sélo en algunas caracteristicas, especialmente con la HyE.

Conclusiones: es el primer trabajo en Uruguay que compara la eficacia de las dos tinciones durante la cirugia micrografica de
Mohs. Como conclusion tanto la tincion de HyE como el AT son muy buenas técnicas para el diagnostico de carcinomas cutaneos.

Palabras clave:  Cirugia micrografica de Mohs Key words: Mohs micrographic surgery
Cancer de piel Skin cancer
Colorantes Coloring agents
Hematoxilina Hematoxylin
Eosina Eosine
Azul de toluidina Toluidine blue
Carcinoma basocelular Carcinoma, basal cell
Carcinoma de células escamosas Carcinoma, squamous cell
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Introduccion

El cancer de piel es el cancer mas prevalente a nivel
mundial. Se divide en dos grandes grupos: por un lado,
el cancer de piel no melanoma (CPNM)!2 que incluye
al carcinoma basocelular (CBC)y el carcinoma espino-
celular (CEC), y por otro lado al melanoma.

La cirugia micrografica de Mohs (CMM) es una
técnica quirurgica especializada para el tratamiento del
CPNM, realizado por un médico especializado en ci-
rugia cutanea e histopatologia, que permite el control
microscopico preciso del 100% de los margenes, uti-
lizando secciones horizontales congeladas, ofreciendo
de esta manera indices de curacioén superiores a otras
opciones terapéuticas®>. La base fundamental de la
CMM es el examen histopatologico del tejido, para ello
se emplean diferentes tinciones: azul de toluidina (AT)
© y/o hematoxilina y eosina (HyE)?. La eleccion de la
tincion ha sido un punto de controversia®.

Muchos cirujanos de Mohs fueron entrenados con
la tincion AT, donde se puede observar con claridad la
presencia de mastocitos y mucopolisacaridos. Luego,
un mayor numero de cirujanos comenzaron a utilizar
exclusivamente la HyE®. No se sabe con exactitud qué
motivd el cambio de tincion. Algunos autores afirman
que el AT es inferior que la HyE con respecto a la visua-
lizacion del tumor, mientras que otros estudios desta-
can que el uso de AT revela signos que ayudan a detec-
tar la presencia tumoral que con la HyE hubieran sido
imperceptibles!?. Actualmente la tincion con HyE es la
mas utilizada tanto para CMM como para dermatologia
general®. Sin embargo, en algunos estudios se observo
que utilizar ambas tinciones podria tener ventajas sobre
el uso de una técnica sola®19.

El estudio tiene como objetivo general comparar el
rendimiento de las tinciones de HyE versus AT en la
evaluacion de CPNM durante CMM en la Catedra de
Dermatologia Médico Quirurgica del Hospital de Clini-
cas Dr. Manuel Quintela en Montevideo, Uruguay.

Los objetivos especificos incluyen la valoracion del
rendimiento de ambas tinciones para cada tipo tumoral
(CBC y CEC), considerando las caracteristicas celula-
res y los elementos del estroma, asi como evaluar si
existen discordancias entre los observadores. Con el fin
de establecer si el uso dual de ambas técnicas mejora la
visualizacion del CPNM, se analiza la sensibilidad a la
técnica observada en cada grupo, lo que ayudaria a la
toma de decisiones quirurgicas.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio observacional, descriptivo y
transversal a partir de noviembre de 2017 hasta el 29
de mayo de 2018, donde se incorporaron las laminas
empleadas durante la CMM durante el periodo mencio-
nado. Se incluyeron pacientes mayores de 18 afos de

2

edad con diagnostico confirmado de CBC y/o CEC con
indicacién de tratamiento con CMM® y con el consen-
timiento informado leido, firmado y entregado. No se
aplicaron criterios de exclusion. Se obtuvieron un total
de 23 tumores, de los cuales 16 corresponden a CBC y
siete a CEC.

Para este estudio se realiz6 una busqueda bibliogra-
fica de ambas técnicas.

Las muestras fueron obtenidas durante la CMM con
tejido fresco y fueron congeladas usando criostato. Se
realizaron secciones de 2 a 6 micras, y las mismas la-
minas fueron tefiidas tanto con HyE como con AT para
poder realizar la comparacion al microscopio durante la
cirugia. Los observadores evaltian las [aminas de ambas
tinciones de forma independiente, y sin intervenir entre
ellos para no influir en la valoracion. Deben completar
los datos en una planilla especialmente disefiada, donde
se marca como positivo si se identifica esa estructura
con una o ambas técnicas de tincion. Los observadores
se dividen en 3 grupos: un grupo esta compuesto por
el cirujano de Mohs, otro grupo por 3 residentes y un
tercer grupo por un dermopatélogo (gold standard).

Las variables estudiadas con respecto a las ca-
racteristicas celulares fueron la presencia de detalles
nucleares, queratinizacion individual, necrosis indivi-
dual y empalizada periférica, mientras que con res-
pecto al estroma se valord la presencia de reaccion
artefactual, mucopolisacaridos, queratina, colageno,
mastocitos, infiltrado inflamatorio y signo de corona
perineural. Ademas se consider? la presencia de otras
estructuras encontradas en los tejidos como foliculo
piloso, glandulas sebaceas, musculos, cartilagos, va-
sos y nervios. Con el analisis de estas caracteristicas
se realiz6 una planilla de volcado de datos para Mi-
crosoft Excel 2010. Se evaluaron los datos obtenidos
a fin de dar respuesta a los objetivos planteados. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica
Médica del Hospital de Clinicas Dr. Manuel Quintela,
Universidad de la Republica. Se entregé el consenti-
miento informado y carta con informacion a todos los
pacientes incluidos en el estudio, a los cuales se les
explico y fue firmado por el paciente.

Para analizar la concordancia entre los observado-
res, se tomo un valor de sensibilidad mayor o igual a
75%, calculando el indice Kappa global. Se trabajo con
un nivel de significacion de 0,05. El software estadisti-
co fue STATA v. 12.0.

Resultados

Con respecto al CBC, se analiza la planilla de datos
que evidencia las caracteristicas celulares, del estroma
y anexos (tabla 1).

Con el fin de establecer la sensibilidad para CBC
con ambas tinciones, se compar6 los resultados obteni-
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Tabla 1. Planilla de datos para CBC
Cirujano de Mohs Residentes Dermopatdlogo

Caracteristicas HyE AT Nosevio HyE AT Nosevio HyE AT No se vio
Detalles nucleares 8 7 1 9 5 2 10 3 3
Queratinizacion individual 0 0 16 0 0 16 0 0 16
Necrosis individual 0 0 16 0 0 16 0 0 16
Empalizada periférica 3 8 5 12 1 3 9 3 4
Retraccion artefactual 4 6 6 9 1 6 9 2 5
Mucopolisacéridos 0 4 12 0 0 16 0 3 13
Queratina 4 6 6 0 0 16 9 0 7
Colageno 16 0 0 13 0 3 14 0 2
Mastocitos 0 3 13 0 9 7 1 1 14
Infiltrado inflamatorio 8 3 5 4 7 5 12 1 3
Corona perineural 0 0 16 0 0 16 0 0 16
Foliculo piloso 2 7 7 6 6 4 11 0 5
Glandulas sebaceas 5 7 4 5 6 5 4 1 1
Musculo 1 3 12 0 0 16 1 0 15
Cartilago 0 0 16 0 0 16 0 0 16
Nervios 1 0 15 0 0 16 0 0 16
Vasos 6 5 5 11 2 3 9 0 7

dos por el cirujano de Mohs y los residentes con el gold
standard, en este caso el dermopatdlogo (tabla 2).

Se destaca que en el caso de los mastocitos hay una
predominancia con la técnica AT para ambos grupos,
donde ambos tuvieron un 100% de sensibilidad.

Para la tincion con AT se encontrd una diferencia
significativa con un valor p<0,05 para la deteccion de
empalizada periférica y mucopolisacéridos entre el ci-
rujano de Mohs y los residentes, el cirujano de Mohs
tuvo una sensibilidad del 100% para la observacion de
los mucopolisacaridos.

Para la tincion de HyE se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con un valor p<0,05 para
la deteccion de retraccion artefactual, queratina y mus-
culo entre el cirujano de Mohs y el grupo de residentes.

Con respecto a los detalles nucleares, el infiltrado
inflamatorio y el foliculo piloso, los observadores tu-
vieron una sensibilidad de 100% para la AT y una me-
nor sensibilidad para HyE. El resto de las estructuras no
se visualizaron con ninguna técnica.

En suma, se encontrd que para ambos grupos la sen-
sibilidad para el CBC segun las caracteristicas fue global-
mente mayor para la tincion con AT que para la HyE con
un valor p <0,05. Esto quiere decir que la concordancia
entre ambos grupos es muy fuerte, por lo cual puede decir-
se que no hay diferencias entre ambos grupos en lo global,
s6lo en algunas caracteristicas especialmente con la HyE.

En la siguiente tabla se adjuntan los datos obtenidos
para CEC para ambas tinciones (tabla 3).

Si comparamos los grupos entre ellos, considerando
al dermopatdlogo como gold standard, obtenemos la
sensibilidad para CEC para ambas tinciones (tabla 4).

En el caso de los CEC se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa para la tincion con HyE,
con un valor p<0,05, entre el cirujano de Mohs y el gru-
po de residentes para la deteccion de detalles nucleares,
infiltrado inflamatorio y vasos.

Ambos grupos visualizaron con una sensibilidad
del 100% las células con queratinizacion individual,
glandulas sebaceas y los foliculos pilosos con la tincion

3
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Tabla 2. Sensibilidad para la tincion con HyE y AT para CBC.

CBC Sensibilidad HyE Sensibilidad AT
Caracteristicas Cirujano de Mohs Residentes Cirujano de Mohs Residentes

Células Detalles nucleares 80% 90% 100% 100%
gﬁéﬂﬁfn?z‘iﬂm individual 100% 100% 100% 100%
beLias con necrosis 100% 100% 100% 100%
Empalizada periférica 33,30% 100% 100% 33,30%

Estroma Retraccion artefactual 44,40% 100% 100% 50%
Mucopolisacaridos 100% 100% 100% 0%
Queratina 44,40% 0% 100% 100%
Colageno 100% 92,90% 100% 100%
Mastocitos 0% 0% 100% 100%
Infiltrado inflamatorio 66,70% 33,30% 100% 100%
ggﬂ%gﬁ)gg{ ona 100% 100% 100% 100%

Estructuras Foliculo piloso 18,20% 54,50% 100% 100%
Glandulas sebaceas 100% 100% 100% 100%
Musculo 100% 0% 100% 100%
Cartilago 100% 100% 100% 100%
Nervios 100% 100% 100% 100%
Vasos 66,70% 100% 100% 100%

AT. Los mucopolisacaridos solo fueron observados por
el cirujano de Mohs con la tincion AT.

No hubo diferencias en cuanto a la sensibilidad en
ambas tinciones para visualizar las células con necrosis
individual. Ninguno observo la presencia de cartilago
o nervios. No hubo diferencias significativas entre los
grupos para el caso de AT, con un p >0,05.

En suma, se encontrd que para ambos grupos la sen-
sibilidad segtn caracteristica fue globalmente mayor
para la tincion AT que para la HyE con valor p<0,05.
Esto quiere decir que la concordancia entre ambos gru-
pos es muy fuerte, por lo tanto puede decirse que no
hay diferencias entre ambos grupos a nivel global, solo
en algunas caracteristicas especialmente con HyE.

Discusion
La mayoria de los cirujanos de Mohs emplean una sola
técnica de tincion basandose en su entrenamiento y pre-

4

ferencia personal. Al principio, los cirujanos de Mohs
preferian el AT principalmente en el diagnostico del
CBC, debido a sus propiedades metacromaticas, mejor
visualizacion de mastocitos y de mucopolisacaridos.
Estos ultimos se distinguen con un color magenta en
el estroma que rodea al tumor®. De todas formas, en
los ultimos afios los cirujanos de Mohs han preferido la
técnica con HyE y muchos han sido entrenados tnica-
mente con la misma. No se sabe con exactitud qué mo-
tivo el cambio. Esto podria deberse a su fiabilidad en
una fuerte tincion nuclear de cromatina azul, mientras
que tife el citoplasma y el estroma de color rojo. Esta
tincion se prefiere particularmente en los diagnodsticos
de CEC, donde se ve con mayor claridad la necrosis
individual, queratinizacion individual y la queratina®.
Segun Styperek y colaboradores, se estima que 83%
de los cirujanos de Mohs utilizan con preferencia la
tincion con HyE y un 17% utiliza AT. Algunos autores
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Tabla 3. Planilla de datos para CEC

Cirujano de Mohs

Residentes Dermopatologo

Caracteristicas HyE AT

Detalles nucleares 3 0
Queratinizacion individual 1 3
Necrosis individual 2
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prefieren AT para CBC y usar HyE para CEC, mien-
tras otros eligen usar una sola tincion para ambos tu-
mores®. En nuestro servicio se empleaba inicialmente
la AT para la cirugia de Mohs, pero luego paso a ser la
HyE. Asimismo, la HyE es la técnica mas comunmente
utilizada tanto para los dermopatdlogos como para los
residentes, ya que la utilizan en su practica diaria y es
en la que reciben mayor entrenamiento.

Este es el primer trabajo en Uruguay que busca
comparar la eficacia de las dos tinciones en la CMM y
las variaciones interobservador. Conocer las ventajas y
las desventajas de cada técnica permite elegir correcta-
mente la técnica a emplear en cada caso.

En nuestro trabajo se visualizaron los detalles nu-
cleares mejor con AT en las piezas de CEC y mejor para
CBC con HyE tanto para el cirujano de Mohs como
para los residentes. Esto coincide, en el caso de CEC,
con un trabajo realizado en 1996 por Humphreays T y
colaboradores, donde se realizd una comparacion entre
AT y HyE en los CBC y CEC durante la CMM y se vio
que los detalles nucleares de las piezas del tumor se
observan mejor con AT,

Las células con queratinizacion individual y necro-
sis individual son ttiles para identificar proliferaciones
epiteliales malignas. Fueron encontradas en los CEC
tanto por parte del cirujano de Mohs como por los re-
sidentes, pero no fueron encontradas en los CBC, dado
que no son caracteristicas frecuentes de éstos®. Acorde

al articulo de Humphreys T y colaboradores, que
indica que estas caracteristicas se observan con mayor
frecuencia en los CEC y que éstas se observan mejor
con HyE. Este tltimo punto difiere de nuestro estudio,
en el que el cirujano de Mohs logrd visualizar ambas
estructuras de una mejor forma con el AT con respecto
ala HyE®.

Con respecto a la empalizada periférica y la retrac-
cion artefactual, ambas caracteristicas de los CBC!D,
pueden verse igualmente bien con ambas tinciones se-
gun lo descrito en la literatura®'?.

En este caso fueron identificadas de mejor forma
con AT por el cirujano de Mohs (figura 1).

En el caso de los mucopolisacaridos para los CBC, se
evidencio que solo fueron vistos con AT por el cirujano
de Mohs. Este hecho puede deberse a que el cirujano de
Mohs tiene una mayor experiencia para la visualizacion
de dichas estructuras. En las publicaciones de Goldberg
Ly colaboradores, Therani H y colaboradores
y Humphreys T, indican que los mucopolisacaridos se
tiflen mejor con AT por sus propiedades metacromaticas.
Se tifien de un color magenta oscuro, que aunque no es
un indicador absoluto de presencia tumoral, su existen-
cia debe hacer sospechar la presencia de tumor residual.
Para quedarse tranquilo el cirujano debe mirar todo el
bloque desde su interior hasta el margen periférico para
ver como el color magenta desaparece lentamente, a esto
se le llama “sol poniente” 11213 Lo mismo sucede con
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Tabla 4. Sensibilidad para CEC con tincion de HyE y AT

CEC Sensibilidad HyE Sensibilidad AT
Caracteristicas Cirujano de Mohs Residentes Cirujano de Mohs Residentes

Células Detalles nucleares 100% 33,30% 100% 100%
Células con queratinizacion individual 16,70% 33,30% 100% 100%
Células con necrosis individual 100% 100% 100% 100%
Mucopolisacaridos 100% 100% 100% 100%
Queratina 33,30% 50% 100% 100%
Colageno 33,30% 50% 100% 100%
Mastocitos 100% 100% 100% 100%
Infiltrado inflamatorio 28,60% 71,40% 100% 100%
Signo de corona perineuronal 0% 0% 100% 100%

Estructuras Foliculo piloso 50% 50% 100% 100%
Glandulas sebaceas 100% 33,30% 100% 100%
Musculo 100% 100% 100% 100%
Cartilago 100% 100% 100% 100%
Nervios 100% 100% 100% 100%
Vasos 50% 100% 100% 100%

a

Figura 1. Carcinoma basocelular. a) Tincion con AT. b) Tincion con HyE. Obsérvese la empalizada periférica. Au-

mento 10x
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tifen los granos con AT. Aumento 40x.

Figura 2. Carcinoma basocelular. a) Mastocito tefiido con AT. b) Dos mastocitos tefidos con HyE. Nétese como se
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Figura 4. Foliculos pilosos. a) Tincién con AT. b) Tincién con HyE.Aumento 20x.

los mastocitos, que abundan en el estroma de los CBC,
en comparacion con el estroma libre de tumor y su pre-
sencia es un indicador de tumor residual. Sus granulos se
tifien de manera metacromatica con AT, siendo facilmen-
te reconocibles con esta tincion para los observadores, lo
que concuerda con la literatura(figura 2)®'2),

Con respecto al colageno, tanto el cirujano de Mohs
como los residentes coincidieron en que se visualiza

mejor con HyE en todos los casos para CBC, mientras
que para CEC el cirujano de Mohs visualizé un poco
mejor con AT.

El infiltrado inflamatorio en los CBC fue observado
de mejor forma con HyE tanto por los residentes como
por el cirujano de Mohs, pero debemos tener en cuenta
que se observa con ambas tinciones (figura 3).

Los foliculos pilosos son facilmente reconocibles
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Figura 5. Vasos sanguineos. a) Tincioén con AT. b) Tincion con HyE. Aumento 40x.

con ambas técnicas, pero se vio que fueron mejor iden-
tificados con AT debido a la coloracion azul intensa de
la vaina de la raiz interna del foliculo piloso, lo que
concuerda con la literatura, donde la metacromasia
de epitelio folicular es mas evidente con AT que con
HyE(%. Este punto es importante, ya que las células
basaloides benignas que rodean el foliculo pueden ser
dificiles de distinguir de las células basaloides tumora-
les en algunos cortes congelados de CBC (figura 4) 9,

Los vasos fueron observados tanto por el cirujano
de Mohs como por los residentes de mejor forma con
HyE que con AT (figura 5).

Las glandulas sebéaceas de los 2 tipos tumorales estu-
diados, fueron observados de mejor forma con AT tanto
para el cirujano de Mohs como para los residentes.

El signo de la corona perineural no fue visualizado ni
por el cirujano de Mohs ni por los residentes en ninguno
de los dos tipos tumorales estudiados, dado que solo se ob-
serva cuando hay invasion perineural, no siendo el caso.
Segtin la literatura lo podemos encontrar con una mayor
frecuencia en los CEC que en los CBC (2,5%-1,4% versus
1% respectivamente) 9. El cartilago no fue observado en
ninguno de los dos tumores, ni con AT ni con HyE. Esto
es debido a que durante la cirugia de Mohs no se llegé a
estudiar en profundidad hasta el cartilago.

En resumen, este estudio no muestra diferencias
significativas entre ambas tinciones, s6lo en algunas
caracteristicas especialmente con HyE.

Debemos considerar que el tamafio de la muestra
de este estudio es pequefio, especialmente para CEC,
donde se evaluaron solo siete pacientes, con lo cual es
necesario hacer mas estudios con un mayor nimero de
pacientes para poder interpretar estos resultados.

Conclusiones

Tanto la tincién con HyE como con AT son confiables
para el diagnostico de los carcinomas cutaneos observa-
dos durante la CMM con la técnica por congelado en
tejido fresco. Si bien sabemos que en la actualidad se

utiliza en la practica diaria mas comunmente la HyE, no
podemos dejar de apreciar que con la técnica de AT algu-
nas caracteristicas de los tejidos que son importantes en
el reconocimiento de tumor residual se pueden observar
mejor. Seria optimo si se pudieran emplear ambas tin-
ciones de forma dual en el estudio de los CBC y CEC
mediante la CMM, lo que aumentaria la sensibilidad
diagnostica, sabiendo que esto aumentaria el tiempo y
los costos. Esto no fue realizado en esta oportunidad, ya
que el objetivo del estudio era comparar ambas técnicas.

Abstract

Introduction: Mohs micrographic surgery is a specialized
surgical technique used to treat nonmelanoma carcinoma.
Histopathology plays a vital role in the diagnosis of this
condition, and the choice staining method is controversial.

Objective: to compare results in the use of hema-
toxylin and eosin (H&E) versus Toluidine blue (TB)
staining during surgery.

Method: observational, descriptive and transversal
study conducted from November, 2017 until May, 2018
of the slides used during surgeries in the selected pe-
riod. Slides were analysed by the Mohs surgeon, 3 resi-
dents and a dermopathologist to evaluate the results of
both staining methods, in consideration of cell features
and stromal elements.

Results: 23 tumors were analysed (16 Basal Cell
carcinomas and 7 Squamous Cell Carcinoma). Micros-
copic observation of slides prepared with Toluidine
blue and hematoxylin and eosin stains did not show
significant global differences between both groups, ex-
cept in terms of a few characteristics, in particular with
hematoxylin and eosin stains.

Conclusions: this was the first study in Uruguay to
evaluate the effectiveness of both staining methods du-
ring Mohs micrographic surgery, and it concluded that
both Toluidine blue and hematoxylin and eosin stains
are very good techniques in evaluating skin-cancer.
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