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2. RESUMEN

2.1. RESUMEN: VALORACION DE LA DENSIDAD DE BRESLOW COMO NUEVO FACTOR
PRONOSTICO EN MELANOMA

El melanoma es un cancer de piel agresivo, potencialmente mortal, cuya incidencia se ha
incrementado en las ultimas décadas, convirtiéndolo en una de las enfermedades de mayor auge
en nuestro pais.

Estratificar correctamente a los pacientes segun el riesgo de desarrollo de metastasis y su
probabilidad de mortalidad es de vital importancia, de ahi que la identificacion de nuevos
factores pronodstico sea motivo de estudio constante. Actualmente, se han desarrollado nuevas
técnicas de diagnostico molecular, pero realmente su uso en la practica diaria es limitado: son
costosos y en ocasiones poco accesibles. Por eso cobra importancia la busqueda de nuevos
factores prondstico sensibles, especificos y facilmente analizables, que agreguen un valor
afiadido a los ya conocidos y establecidos, como el indice de Breslow o la presencia de
ulceracion.

Por este motivo, nos gustaria resaltar el valor del anélisis de la Densidad de Breslow (DB),
parametro que permite estimar el volumen tumoral, representado por el porcentaje de la dermis
ocupado por células de melanoma y evaluado en la misma é4rea tumoral en la que se mide el
indice de Breslow. Su calculo es facil de realizar durante el analisis histolégico de rutina, y
permitiria una aproximacion al volumen tumoral, medida bidimensional que podria ayudar a
predecir mejor el comportamiento de los melanomas. Por este motivo, hemos analizado la DB
como nuevo factor prondstico en melanoma en una cohorte de 106 pacientes.

En nuestro estudio hemos comprobado que la DB es un marcador morfolédgico ttil y facil
de calcular, objetivando que aquellos melanomas con una densidad mayor o igual al 65%
asocian caracteristicas histopatologicas relacionadas con peor prondstico, como son mayor
indice de Breslow, mayor indice mitdtico y presencia de ulceracion. También se analizé la
relacion entre la DB y BRAF, aspecto no explorado previamente, comprobando que los
pacientes con BRAF mutado presentan mayor DB. Resaltamos, ademds, que es un buen
indicador de aumento de riesgo de recurrencia y los pacientes con melanomas con mayores
densidades de Breslow presentan tasas de supervivencia mas bajas. Incluir su anélisis en la
evaluacion de los melanomas nos permitiria estratificar mejor a los pacientes y, aunque se
necesitan mas estudios, a raiz de nuestros resultados, podria proponerse un seguimiento mas
estrecho en los pacientes diagnosticados de melanoma con mayor densidad tumoral.
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2.2. RESUMO: VALORACION DA DENSIDADE DE BRESLOW COMO NOVO FACTOR
PRONOSTICO EN MELANOMA

O melanoma ¢ un cancro de pel agresivo, potencialmente mortal. A sua incidencia
incrementouse nas ultimas décadas, pasando a ser una das enfermidades de maior auxe no noso
pais.

Estratificar correctamente aos pacientes segundo o risco de desenvolvemento de metéstases
e a sua probabilidade de mortalidade ¢ de vital importancia, de ai que a identificacion de novos
factores prognostico sexa motivo de estudo constante. Actualmente, desenvolvéronse novas
técnicas de diagnodstico molecular, pero realmente o seu uso na practica diaria € limitado: son
custosos €, en ocasions, pouco accesibles. Por iso cobra importancia a procura de factores
prognostico sensibles, especificos e facilmente analizables, que engadan un valor aos xa
cofiecidos e establecidos, como o indice de Breslow ¢ a presenza de ulceracion.

Por este motivo, gustarianos resaltar o valor da analise da Densidade de Breslow (DB),
parametro que permite estimar o volume tumoral, representado pola porcentaxe da dermis
ocupado por células de melanoma e avaliado na mesma area tumoral na que se mide o indice
de Breslow. O seu calculo ¢ facil de realizar durante a andlise histoldxica de rutina, e permitiria
unha aproximacion ao volume tumoral, medida bidimensional que poderia axudar a predicir
mellor o comportamento das melanomas. Por este motivo, analizamos a DB como novo factor
progndstico en melanoma nunha cohorte de 106 pacientes.

No noso estudo comprobamos que a DB ¢ un marcador morfoloxico util e facil de calcular,
obxectivando que aqueles melanomas cunha densidade maior ou igual ao 65% asocian
caracteristicas histopatoloxicas relacionadas con peor progndstico, como son maior indice de
Breslow, maior indice mitdtico e presenza de ulceracion. Tamén se analizou a relacion entre a
DB e BRAF, aspecto non explorado previamente, comprobando que os pacientes con BRAF
mutado presentan maior DB. Resaltamos ademais que € un bo indicador de aumento de risco
de recorrencia e os pacientes con melanomas con maiores densidades de Breslow presentan
taxas de supervivencia mais baixas. Incluir a sua andlise na avaliacion dos melanomas
permitirianos estratificar mellor aos pacientes e, ainda que se necesitan mais estudos, por mor
dos nosos resultados, poderia proporse un seguimento madis estreito nos pacientes
diagnosticados de melanoma con maior densidade tumoral.
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2.3. ABSTRACT: ASSESSMENT OF BRESLOW DENSITY AS A NEW PROGNOSTIC FACTOR IN
MELANOMA

Melanoma is an aggressive, potentially fatal skin cancer whose incidence has increased in
recent decades, making it one of the fastest growing diseases in our country.

Correct patients stratification according to their risk of developing metastases and their
probability of mortality is critical, hence the identification of new prognostic factors is a matter
of constant study. Currently, new molecular diagnostic techniques have been developed, but
their use in daily practice is limited: they are expensive and sometimes not very accessible. For
this reason, the search for new sensitive, specific and easily analysable prognostic factors that
add value to those already known and established, such as the Breslow index or the presence of
ulceration, is becoming increasingly important.

For this reason, we would like to highlight the value of Breslow Density (BD) analysis, a
parameter that allows estimating tumour volume, represented by the percentage of the dermis
occupied by melanoma cells and evaluated in the same tumour area where Breslow Index is
measured. Its calculation is easy to perform during routine histological analysis, and would
allow an approximation of tumoral volume, a two-dimensional measure that could help to better
predict the behaviour of melanomas. For this reason, we have analysed BD as a new prognostic
factor in melanoma in a cohort of 106 patients.

In our study we have proved that BD is a useful and easy to calculate morphological
marker, showing that those melanomas with a density greater than or equal to 65% associate
histopathological characteristics related to worse prognosis, such as higher Breslow Index,
higher mitotic index and presence of ulceration. We also analysed the relationship between BD
and BRAF, an aspect not previously explored, and found that patients with mutated BRAF
present greater BD. We also highlight that it is a good indicator of increased risk of recurrence.
Patients with melanomas with higher Breslow densities have lower survival rates. Including the
calculation of BD in the evaluation of melanoma would allow us to better stratify patients.
Although further studies are needed, as a result of our results, closer follow-up in patients
diagnosed with melanoma with higher tumour density could be proposed.
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3. INTRODUCCION

3.1. EL MELANOMA

El melanoma es un tumor maligno originado en los melanocitos, células derivadas de la cresta
neural que podemos encontrar en las mucosas, la tivea y las meninges (1). En la presente tesis
nos referiremos exclusivamente al melanoma cutaneo (a partir de ahora melanoma).

Aunque poco frecuente dentro de los canceres cutaneos, es la forma mas agresiva y letal.
Los avances en el conocimiento de su biologia y patogénesis han permitido el desarrollo de
farmacos diana que conllevan una mayor esperanza de vida para los pacientes. Pero, a dia de
hoy, se necesita alcanzar mayor conocimiento en la biologia de los melanocitos y las
alteraciones moleculares en genes y vias de sefializacion con el objetivo primordial de reducir
la mortalidad de los pacientes diagnosticados de melanoma.

3.2. PERSPECTIVA HISTORICA

Las primeras referencias al Melanoma corresponden al siglo V a.C. con Hipocrates que lo
describe como un “tumor negro fatal” (2). Pero no fue hasta el siglo XIX cuando se detallaron
los principios basicos y se le reconocié como enfermedad especifica. William Norris, médico
general en Inglaterra, fue el primero en contribuir méas claramente a la descripcion del
melanoma. En 1820 presentd un caso que le llevo a considerar el melanoma como hereditario
y establecid unos principios bésicos que se mantienen a dia de hoy como la relacion entre
melanoma y nevos melanociticos, melanoma y fototipos bajos; asi como, la participacion de
factores ambientales y hereditarios. En 1838 Robert Carswell, patélogo en Londres, introdujo
el término exacto de melanoma (3).

A partir de aqui, los avances en la comprension del melanoma se han ido sucediendo. Sin
embargo, el mecanismo exacto por el cual un melanocito progresa a melanoma sigue siendo
desconocido.

3.3. EPIDEMIOLOGIA

Representando una pequena parte de los cadnceres cutaneos, el melanoma es el responsable de
la mayoria de muertes. En Estados Unidos ocupa el quinto lugar como cancer mas frecuente
tanto en hombres como en mujeres por detrds de mama, prostata, pulmon y colon (excluyendo
los canceres de piel no melanoma) (4).
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Nuevos casos estimados para 2022
Por tipo de cancer, ambos sexos combinados

290,560

268,490

Pulmoén y bronquios

236,740

Colorectal
151,030

Melanoma cutaneo

99,780

Figura 1. Nuevos casos estimados de cancer para 2022 (ambos sexos)

Reproducido bajo licencia libre: Copyright © 2018 The American Cancer Society, Inc. Todos los derechos
reservados

Segun datos epidemiolodgicos actuales, su incidencia contintia en aumento ocasionando una
carga econdmica importante para cualquier sistema de salud. A nivel global, en 2022, se
estiman unos 99.780 nuevos casos de melanoma, que provocaran unas 7.650 muertes anuales
(5). Pero estas tasas varian ampliamente segun el pais (probablemente debido a las diferencias
en la incidencia de la radiacion ultravioleta y las caracteristicas fenotipicas poblacionales) y
segun el acceso disponible a la atencion médica. Por ejemplo, la incidencia en Australia es de
36.6 por 100.000 personas/afio y en India es de 0.29 por 100.000 personas/afio (6). En Espaiia,
la incidencia global cruda es de 8.82 por 100.000 personas/afio, ocasionando una mortalidad de
2.17 casos por 100.000 personas/afio (7).
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En relacion a la mortalidad, la tasa ajustada por edad fue de 2 por 100.000 personas/afio,
siendo mas altas para los mayores de 65 afios y los ancianos (Tasa ajustada de 10.8 por 100.000
personas/afio segun los fallecimientos de 2000-2019) (8). Cabe resaltar que se observa una
tendencia hacia un descenso de la tasa de mortalidad desde 2017, que es probable esté en
relacion con el aumento del diagndstico precoz y la introduccion de las nuevas terapias (5).

® Ambos sexos

b4
4.0 A Mujeres

3.5 W Hombres

3.0
2.5

2.0

Tasa por 100.000

1.5

1.0

0.5

0
2000 2004 2007 2010 2013 2016 2019
Afio de la muerte

Figura 2. Tasas de mortalidad ajustadas por edad en EEUU (2000-2019; ambos sexos, todas las razas)
Fuente: National Cancer Institute, SEER (8)

Centrandonos en la supervivencia, depende del estadio de la enfermedad en el momento
del diagnostico, disminuyendo en relacion al aumento del grosor tumoral y del estadio de la
enfermedad. Para un melanoma primario sin afectacion ganglionar la supervivencia a 5 afios es
de un 99.5 %, disminuyendo a un 31.9 % si existen metastasis a distancia (8).

3.4. PATOGENESIS

Puede considerarse al melanoma una enfermedad multifactorial en la que interaccionan factores
genéticos y ambientales. Nuestro fenotipo y la exposicion solar recibida junto a una
predisposicion genética actian como factores de susceptibilidad para desarrollar un melanoma.
Un ejemplo de ello son pacientes con fototipos I y II de Fitzpatrick, con un nimero elevado de
nevos y/o presencia de nevos atipicos y pacientes portadores de mutaciones en genes supresores
de tumores, como el inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A).
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Aunque estos factores condicionan un aumento de riesgo de padecer melanoma, el factor
principal es la exposicion solar: la radiacion ultravioleta (UV) altera el acido
desoxirribonucleico (ADN) celular y causa diferentes alteraciones citogenéticas. En zonas
geograficas con mayor indice de radiacion UV, como Australia o Nueva Zelanda, se encuentran
las tasas de incidencia de melanoma mas altas del mundo (6). También es importante el tipo de
exposicion: periodos cortos e intermitentes de exposicion solar conllevan mayor peligro; al
igual que las quemaduras en la infancia, momento en el que el dafio carcinogénico de la
radiacion UV es mas critico (9). En relacion al nimero de nevos, un metaanalisis que incluyo
10.499 casos y 14.256 controles confirmé que un elevado nimero de nevos comunes y la
presencia de nevos atipicos son factores de riesgo para el desarrollo de melanoma. En concreto,
mas de 100 nevos conlleva un riesgo relativo de padecer melanoma de casi 7, frente a personas
con menos de 15 nevos; asimismo, la presencia de mas de 5 nevos atipicos implica un riesgo 6
veces mayor que para las personas sin ellos (10). Por todo ello, es importante identificar y
definir grupos de riesgo poblacionales cuyas caracteristicas nos indican quién tendrd mayor
riesgo de padecer un melanoma y asi realizar una vigilancia especial en estos grupos (11).

Las neoplasias melanociticas se clasifican desde lesiones benignas, los nevos, hasta
neoplasias malignas, los melanomas. Los melanocitos se sitian en la capa basal de la epidermis
y otras localizaciones como los foliculos pilosos, tracto uveal del ojo, meninges y tracto
anogenital. Se dividen menos de 2 veces al afio y a medida que evolucionan pueden ir
acumulando mutaciones puntuales y alteraciones en el nimero de copias. Su funcién es proveer
de melanina a los queratinocitos, que protegeran sus nucleos de la radiacion UV gracias a esta
molécula (1). Las vias evolutivas de transformacion maligna de los melanocitos son complejas
y no se comprenden completamente. Intervienen factores exogenos, endogenos, intrinsecos del
tumor y nuestro sistema inmune (12). En relacion a los factores genéticos, un 85-90 % de los
melanomas aparecen de forma esporddica, mientras que un 10-15 % estan determinados por
mutaciones heredadas o polimorfismos en genes asociados a melanomas. La tendencia actual
es a clasificar los melanomas seglin su origen sobre piel expuesta (con dafio solar acumulado
[DSA]) o piel no expuesta (sin DSA) y mostraran diferencias en relacion a su localizacion,
radiacion UV acumulada, edad de aparicion, carga mutacional y alteraciones oncogénicas (13—
15). Esta clasificacion se detallara mas adelante (Ver apartado Clasificacion integradora:
genética y morfoldgica).

Las alteraciones genéticas que promoveran el desarrollo de un melanoma se produciran en
genes supresores de tumores o en oncogenes. Las mutaciones mas frecuentes se encuentran en
vias de sefializacion relacionadas con proliferacion (v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog Bl [BRAF], neuroblastoma RAS viral oncogene homolog [NRAS] y neurofibromina
[NF1]), crecimiento y metabolismo (PTEN y KIT), apoptosis (TP53), control del ciclo celular
(CDKN2A) y replicacion (transcriptasa inversa de telomerasa [TERT]). Hay genes de
susceptibilidad para melanoma que son de alta penetrancia y baja prevalencia, que se asocian a
una alta susceptibilidad para el desarrollo de melanoma, como ocurre con la mutacion en el gen
CDKN2A, presente en el 20-50 % de los casos familiares de melanoma. Este gen se localiza en
el cromosoma 9p21.3 que codifica 2 proteinas (p16INK4A y pl4ARF) que ejercen un control
negativo en el ciclo celular, si este control negativo se pierde se producira la progresion del
ciclo celular (1). Por otra parte, existen otros genes con polimorfismos frecuentes en la
poblacién general que se expresan con baja penetrancia, como los polimorfismos en el gel del
receptor de melanocortina 1(MC1R), que estimula la produccion de melanina tras la exposicion
a la radiacion UV y participa en la reparacion del dafio al ADN. Dichos polimorfismos se han

30



INTRODUCCION

asociado con el fenotipo pelirrojo, la piel clara y un aumento de riesgo bajo o moderado de
melanoma. Un metaanalisis proporciono evidencia de que hay variantes de MCI1R relacionadas
con el melanoma y el fenotipo, y otras solo con el desarrollo de melanoma (16). Ademas, la
desregulacion en la via de sefalizacion de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) es responsable de un elevado nimero de melanomas. Esta via recibe estimulos
externos y los transmite al nucleo celular. Una quinta parte de los tumores cutdneos contienen
mutaciones en esta via. En concreto, mutaciones en la proteina BRAF se han documentado en
un 40-60 % de los melanomas y hasta en un 80 % de los nevos melanociticos (17) y mutaciones
en NRAS se han detectado en un 15-20 % de los pacientes con melanoma (18). Por ultimo,
mutaciones en c-KIT, un receptor tirosin cinasa situado en la membrana celular, descritas
aproximadamente en un 6 % de los melanomas, se han visto implicadas en melanomas acrales,
mucosos y localizados en areas de exposicion solar cronica (14).

3.5. DIAGNOSTICO

El melanoma es un tumor biolégicamente agresivo, con unas elevadas tasas de mortalidad si se
diagnostica en estadios avanzados. Por el contrario, en su etapa inicial, el pronodstico es muy
favorable. De ahi, la relevancia de realizar un diagndstico precoz, que es lo que realmente tiene
influencia en el prondstico y puede minimizar la morbimortalidad.

Entre las estrategias de prevencion primaria destacan las medidas de proteccion fisicas y los
fotoprotectores topicos. A nivel de prevencion secundaria resaltan la autoexploracion y la
evaluacion de signos de alarma que se detallan a continuacion. En cuanto al cribado, a dia de
hoy no hay consenso sobre su utilidad en poblacion general. Si bien parece que podria tener
utilidad en poblaciones de alto riesgo (19). Son también de vital importancia las campanas
poblacionales de concienciacion y la formacion de los médicos de Atencion Primaria.

3.5.1. Diagnostico clinico

El melanoma presenta una amplia variabilidad clinica, por lo que su reconocimiento en
estadios precoces representa un desafio. Aunque puede desarrollarse sobre un nevo, hasta un
70 % de los casos se desarrollardn de novo (20). Para llevar a cabo el diagndstico debemos
analizar la lesion, observando sus caracteristicas y podemos apoyarnos en reglas clinicas que
nos ayudaran a reconocer un melanoma. Entre ellas destacan dos:

- Laregladel “ABCDE”: siglas correspondientes a asimetria, bordes irregulares, color no
homogéneo, didmetro >6 mm y evolucidon rédpida. Una o mas de estas caracteristicas nos
sugerird el diagndstico de melanoma. La “E” se refiere a la evolucion de una lesion pigmentada
en relacion a cambios de tamafo, color, forma o apariciéon de sintomas en una lesion
preexistente, es el parametro mas sensible para el diagndstico de melanoma y reconoce la
naturaleza dinamica de este tumor (21).

- La regla del “patito feo”: una lesion destaca por ser diferente al resto en el contexto
fenotipico del resto de nevos del paciente (22).

31



OLALLA FIGUEROA SILVA

A pesar de todo, existen melanomas cuyo diagndstico supone un desafio, ya que no suelen
presentar las caracteristicas clasicas asociadas a melanoma, pueden simular lesiones benignas
y todo ello tiene como resultado que en la mayoria de las ocasiones se diagnostican tarde. Un
ejemplo de ello son los melanomas amelandticos, los melanomas nevoides, las lesiones rosadas,
los melanomas en nifios y los melanomas de la unidad ungueal (23-25).

3.5.2. Dermatoscopia y dermatoscopia digital

La dermatologia actual no se concibe sin el uso de un dermatoscopio, instrumento
totalmente integrado en la practica clinica diaria, sobre todo a la hora de evaluar lesiones
pigmentadas. Vestergaard ef al. (26) realizan un metaanalisis en el que confirman que el examen
con dermatoscopia es mas preciso que el examen a simple vista en la evaluacion de las lesiones
sospechosas de melanoma, con datos de sensibilidad que aumentan de 0.7 a 0.9. Ademas, el
examen dermatoscopico ayuda a disminuir el nimero de biopsias y extirpacion de lesiones
benignas innecesarias. Carli et al. (27) analizaron el impacto del uso rutinario de la
dermatoscopia en relacion a la ratio de lesiones malignas/benignas extirpadas, obteniendo una
dréstica disminucion (de 1:18 a 1:4.3; p=0.037). Si almacenamos las imdgenes de
dermatoscopia mediante una cadmara asociada a un ordenador con un software especifico, nos
referimos a la dermatoscopia digital. Esto se combina con la realizacion de fotografias de toda
la superficie cutanea. Los pacientes candidatos al uso de esta técnica son aquellos que presentan
alto riesgo de desarrollar un melanoma, como por ejemplo pacientes con sindrome de nevo
displasico, pacientes con melanoma multiple o pacientes portadores de la mutacion CDKN2A
(28).

3.5.3. Diagnéstico histologico

El estudio histopatologico es fundamental para el diagnostico de melanoma. Se tienen en
cuenta criterios morfologicos a los que se les afiade la informacion clinica. En ocasiones no es
facilmente reproducible (variabilidad interobservador, tumores melanociticos de potencial
maligno incierto...), por lo que su diagndstico se considera un reto y ciertas lesiones
pigmentadas son motivo de debate constante entre patdlogos y dermatdlogos.

En su inicio, el melanoma, se localiza en la epidermis donde puede ir creciendo
progresivamente a lo largo de los afos. Esta fase se conoce como fase de crecimiento horizontal
o radial. Si diagnosticamos un melanoma en esta fase, el porcentaje de curacion tras la cirugia
serda muy alto. En algin momento, el melanoma se expande y los melanocitos atipicos
atraviesan la membrana basal, infiltrando la dermis. Esta fase se conoce como fase de
crecimiento vertical, y el melanoma habrd adquirido potencial metastasico. Los criterios
morfologicos para el diagndstico de melanoma son asimetria, mala delimitacion lateral,
predominancia de melanocitos sueltos a nidos, dispersion intraepidérmica de melanocitos,
nidos de forma, tamafio y distribucion irregular, poco cohesionados, pérdida de maduracion de
las células en su descenso en la dermis, regresion, infiltrado inflamatorio, atipia citologica,
necrosis y mitosis profundas (29). Con frecuencia se completara el estudio con tinciones de
inmunohistoquimica (IHQ). Los marcadores mas utilizados son S-100, HMB45 y Melan-A. La
expresion de HMB-45 en todo el componente dérmico es un marcador muy especifico para
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melanoma. En contra, S-100 es un marcador muy sensible para proliferaciones melanociticas,
pero también tifie células de Langerhans y otras células dendriticas. Melan-A se expresa en
lesiones melanociticas benignas y malignas, y es de ayuda en el diagndstico de melanomas con
celularidad fusiforme (30,31). Ademas, en ocasiones, para caracterizar un melanoma, detectar
ganancias o pérdidas de funcidon en oncogenes/genes supresores de tumores o en casos de dificil
diagnostico debe recurrirse a técnicas moleculares, como pueden ser la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), hibridacion gendémica comparada (HGC), hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), secuenciacion masiva paralela y analisis de perfiles de expresion génica
(GEP). Esta ultima se utiliza con la intencidon de estratificar los pacientes en categorias y asi
predecir la probabilidad de metastasis independientemente a variables clinico-patoldgicas,
proporcionando informacion pronoéstica individualizada (32). Aunque su uso rutinario no esta
aceptado, en casos de tumores borderline o de significado incierto seran un complemento
diagnéstico util.

3.6. CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) existen 4 subtipos de melanoma, que se
establecen en funcion a las caracteristicas clinico-patolégicas del tumor. En orden descendente
de frecuencia son: el melanoma de extension superficial (MES), el melanoma nodular (MN), el
1éntigo maligno melanoma (LMM) y el melanoma lentiginoso acral (MLA) (33). El MES es
mas comun en las piernas en las mujeres y en la espalda en los hombres. Hasta en un 33 % de
los casos puede estar en asociacion con un nevo preexistente. Desde el punto de vista
histolégico, los melanocitos atipicos se presentan aislados o en nidos en cualquier nivel de la
epidermis, que se encuentra adelgazada. Las células pueden ser epitelioides o fusocelulares y
su grado de atipia citologica es variable. El MN se presenta como una lesiones nodular,
polipoide o pedunculada, frecuentemente ulcerada y se caracteriza por su rapido crecimiento
(se presentan ya desde el inicio en fase de crecimiento vertical). Histopatologicamente se
presenta como un noédulo dérmico de melanocitos atipicos e inflamacion, y suele presentar una
alta tasa mitotica. El LMM es frecuente en pacientes de edad avanzada, en piel con evidente
dano actinico. Histopatologicamente se caracteriza por atrofia epidérmica, nidos o melanocitos
solitarios dispersos en la capa basal, invasion pagetoide de la epidermis, melanocitos atipicos
en la dermis que pueden extenderse a los foliculos pilosos y al acrosiringio. La elastosis solar
es caracteristica. El MLA es mas comun en pacientes de raza negra o asiatica. Asientan en la
region palmoplantar y en el aparato subungueal. En el andlisis histologico las crestas se
presentan elongadas con melanocitos atipicos en la union dermoepidérmica (31).
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Figura 3. Imagenes clinicas y dermatoscopicas de los 4 subtipos de melanoma segtn la
Organizacion Mundial de la Salud: a) melanoma nodular; b) melanoma de extension superficial;
c) melanoma lentiginoso acral; d) léntigo maligno

Figura 4. Imagenes histologicas de los 4 subtipos de melanoma segun la Organizacién Mundial de la Salud:
a) melanoma nodular, indice de Breslow 2.8 mm, ulcerado; b) melanoma de extension superficial, indice
de Breslow 1.1 mm, no ulcerado; c) melanoma lentiginoso acral intraepidérmico; d) léntigo maligno

34



INTRODUCCION

Esta clasificacion se basa en la propuesta original del Dr. Clark en el afio 1969 (34) y desde
entonces se han reconocido multiples entidades adicionales, que no encajarian en ninguna de
las categorias mencionadas previamente, como por ejemplo el melanoma nevoide o el
melanoma desmoplésico (33). Otra limitacion a sefalar es que la localizacidn se tiene en cuenta
para subcategorizar un melanoma, pero jen qué circunstancias tiene mas peso la clinica y en
cuales la histologia? En ocasiones un MLA y un LMM solo se diferencian por la localizacion
de los mismos. A esto se suma que las caracteristicas histologicas son compartidas por
diferentes tipos de melanomas, por ejemplo, el patron lentiginoso tipico del MLA y LMM puede
verse en ocasiones en un MES (35,36). Aunque sin duda, la desventaja mas importante seria
que esta clasificacion carece de impacto en el manejo de los pacientes, ya que no hay diferencias
entre los subtipos de melanoma en relacion a supervivencia. Esto ha sido el motor para la
busqueda y el desarrollo de nuevas clasificaciones como veremos a continuacion.

3.7. CLASIFICACION INTEGRADORA: GENETICA Y MORFOLOGICA

En los ultimos afos, gracias a los avances en el entendimiento de la biologia molecular de los
melanomas, se han propuesto nuevas clasificaciones que integran alteraciones moleculares y
alteraciones morfoldgicas con implicaciones prondsticas y terapéuticas, cuestionando la validez
de la clasificacion tradicional (13—15,35).

Los melanomas se inician a raiz de mutaciones de ganancia de funcion en genes promotores
de  crecimiento  (por ejemplo, BRAF o NRAS). Normalmente  estas
mutaciones/fusiones/amplificaciones se producen en los mismos oncogenes que tendran
mutados los nevos. Las lesiones de categorias intermedias pueden tener algin cambio mas
relacionado con la progresion, pero insuficientes para que esa lesion sea maligna. Suelen ser
casos de dificil diagnostico tanto clinico como histologico. Posteriormente, se producird una
pérdida de funcidon en genes supresores, por inactivacion, delecciones o silenciamiento
epigenético (como por ejemplo en TP53 y NF1). Todo esto seguido de la activacion de genes
adicionales relacionados con crecimiento y supervivencia, terminaran por desarrollar una
neoplasia (13,37). Por otra parte, se observan diferencias mutacionales no solo por el momento
evolutivo de la lesion, sino también por la exposicion solar recibida. Asi, melanomas en piel
expuesta a la radiacion UV con baja elastosis solar (por exposiciones intermitentes) tendran
mutado BRAF con mayor frecuencia, en contra de aquellos melanomas que aparecen en piel
expuesta y ademas presentan una marcada elastosis solar (14,38).

En el anexo II se detalla una modificacion de la clasificacion propuesta por la OMS en
2018 (39) en la que se identifican 3 categorias segun el grado de exposicion a la radiacion UV
y se proponen 9 vias evolutivas distintas para el desarrollo de melanoma definidas por las
alteraciones genéticas, clinicas, histoldgicas y epidemiologicas. De este modo se sitia al MES
como un melanoma de bajo DSA, al LMM y al melanoma desmoplasico como melanomas de
alto DSA y al MLA y otras variantes (nevo de Spitz, melanoma de mucosas, melanoma sobre
nevo congénito y melanoma sobre nevo azul) como melanomas de DSA bajo o nulo. E1 MN es
analizado por separado, ya que puede surgir de multiples vias y puede situarse en las categorias
de alto y bajo DSA. Ademads, el melanocitoma se propone como lesiones de categoria
intermedia con mayor celularidad y/o atipia, portador de mutaciones impulsoras, pero con bajo
riesgo de progresion a melanoma.
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Esta nueva clasificacion parece mejorar en muchos aspectos a la clasificacion morfologica
clasica al formar subgrupos biologicamente diferentes, que comparten un mecanismo
oncogénico comun y se comportan de manera similar, para asi poder ofrecer una aproximacion
pronostica real y un tratamiento dirigido.

3.8. FACTORES PRONOSTICO

La busqueda de nuevos factores pronostico y modelos de prediccion de supervivencia es
constante, sobre todo dada la importancia de categorizar un subconjunto de pacientes, que aun
perteneciendo a grupos con datos optimistas en relacion a la supervivencia, desarrollaran
metastasis (40). Es por esto que, ademas de las variables necesarias para una correcta
estadificacion basada en las recomendaciones del American Joint Committee on Cancer
(AJCC), existen variables adicionales que es recomendable conocer y registrar, por su valor
pronostico y su utilidad de cara a decisiones en el manejo del paciente.

A continuacidn, se describen los principales factores pronostico clinicos, histologicos y
moleculares en el tumor primario:

3.8.1. Factores prondstico clinicos
1. Sexo

De forma global el melanoma es méas comtn en hombres que en mujeres. Su incidencia es
similar en ambos sexos hasta los 60 afios y a partir de ahi aumenta claramente en el sexo
masculino (5). Los varones han mostrado sistematicamente peor pronostico que las mujeres
(41) pero las razones de esta discrepancia no se comprenden completamente (42). Scoggins et
al. (43) concluyeron que el sexo masculino se asocia con caracteristicas tumorales
desfavorables como son el aumento del grosor tumoral, la ulceracion y la regresion.

2. Edad

El melanoma es excepcional en la infancia, se sitia como el tercer tipo de cancer mas
comun en adolescentes y adultos jovenes. Los melanomas en jovenes suelen localizarse en
tronco y extremidades inferiores, mientras que, a mayor edad, muestran preferencia por cabeza
y cuello y extremidades superiores (44). Analizando la base de datos para la estadificacion de
melanoma del AJCC con 11.088 pacientes se observo que las caracteristicas de los tumores en
pacientes con menos de 20 afios eran ligeramente mas agresivas pero aun asi, mostraron mejor
pronostico que otros grupos de edad (45). Por otro lado, el aumento de la edad es un factor de
mal prondstico y es a partir de los 75 afos cuando se producen el mayor porcentaje de muertes
por melanoma (46). Los pacientes ancianos tienen peores tasas de supervivencia que los
jovenes, debido a tumores primarios mas gruesos, tasas mitdticas mas elevadas y mayor
presencia de ulceracion (45). Las diferencias en el comportamiento y pronostico de los
melanomas en los extremos de la vida hacen plantear a diferentes autores la posibilidad de que
los tumores en estos grupos de edad tengan un comportamiento biologico diferente (45,47,48).

3. Localizacion
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La localizaciéon del tumor primario es un factor predictivo de supervivencia (49), aunque
menos importante que otros factores, como el grosor tumoral o la ulceracién. Los melanomas
localizados en tronco y polo cefélico confieren peor prondstico que los de las extremidades (41)
pero no deberia tomarse “extremidad” como una localizacion Unica, ya que se ha demostrado
que los melanomas ubicados distalmente en una extremidad conllevan mayor riesgo que los de
localizacion proximal (50). Ademas, los melanomas acrales suelen presentar un curso biologico
mas agresivo (51).

3.8.2. Factores prondstico histolégicos

Muchas de las variables que se describiran a continuacion son necesarias para estadificar
correctamente un melanoma segin el AJCC y también estan incluidas en el protocolo de
diagnostico histoldgico para el melanoma cutaneo propuesto tras el consenso de la Sociedad
Espafiola de Anatomia Patologica y la Academia Espafiola de Dermatologia y Venereologia
(52,53). Otras que se detallaran, no se incluyen en el AJCC, pero se continllan analizando y
estudiando, ya que se posicionan como factores independientes de supervivencia. Una correcta
estadificacion es primordial para ofrecer un pronodstico adecuado al paciente. También es
importante de cara a los estudios complementarios a realizar y la planificacion terapéutica.

Brevemente, el sistema de estadificacion del AJCC se basa en la evaluacion del tumor
primario (T), siendo el grosor tumoral y la ulceracion los principales factores pronostico; la
presencia o ausencia de metastasis linfaticas regionales (N), con el numero de ganglios
afectados como factor de mayor importancia pronostica; y las metastasis a distancia (M), siendo
el organo afecto y las concentraciones de lactato deshidrogenasa los factores de mayor
significado prondstico. De este modo, se clasifican los melanomas en estadio I y II para la
enfermedad localizada, estadio III para enfermedad regional y estadio IV para la enfermedad
metastasica a distancia. Cada estadio estd muy correlacionado con la supervivencia (52). La
clasificacion completa se detalla en los Anexos III, IVy V.

Seguidamente se detallan los factores prondstico histoldgicos del tumor primario mas
relevantes:

1. Indice de Breslow o grosor tumoral

El indice o espesor de Breslow (IB) es una variable continua cuantitativa con una excelente
reproducibilidad inter e intraobservador. Se mide en milimetros (mm) desde el estrato granuloso
de la epidermis (o desde la base de la ulcera en el caso de un tumor completamente ulcerado)
hasta la célula tumoral mas profunda en secciones histoldgicas cortadas perpendicularmente a
la superficie epidérmica. Si la parte profunda del tumor estuviese seccionada, se especificara
que el grosor es de “al menos...”. Si hay evidencia de regresion debe medirse de la manera
habitual hasta la célula tumoral viable identificable mas profunda. Si un tumor ha regresado
completamente debe asignarse al grupo T0O. En casos de melanomas polipoides el IB se mide
igualmente desde la granulosa hasta el punto més profundo del melanoma, sin embargo, el nivel
de Clark no debe utilizarse.

En la actual clasificacion del AJCC se establece 0.8 mm como punto de corte relevante
para subdivir el estadio T1 (T1a <0.8 mm sin ulceracion, y T1b <0.8 mm con ulceraciéon o 0.8
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a 1.0 mm con o sin ulceracién). Ademas, pasa a registrarse con un solo decimal, debido a que
diferencias de 0.01 mm son dificiles de reproducir, sobre todo en tumores de menos de 1 mm.
Si la centésima va de 1 a 4 se redondeara hacia abajo, mientras que si va de 5 a 9 se redondeara
hacia arriba (52).

Desde su definicion por Alexander Breslow en 1970 (54) su validez a dia de hoy sigue
siendo indiscutible: se considera el principal factor pronostico en pacientes con melanoma
localizado. El aumento del grosor del melanoma estd altamente correlacionado con la
mortalidad especifica del melanoma a 10 afios (p< 0.00001) (41,55,56). La subdivision de los
tumores T1 basada en el grosor del tumor primario en la 8* ediciéon del AJCC se basa en un
analisis de 7.568 pacientes. Se observa que los datos de supervivencia a 5 afios para tumores de
menos de 1 mm son del 99 %. Los pacientes con tumores con IB >0.8 mm (T1b) tienen menor
supervivencia especifica de melanoma (SEM) a 10 afios que los que tienen IB <0.8 mm (indice
de riesgo 1.7 en el andlisis multivariante). Ademas, se ha visto que la probabilidad de detectar
un ganglio centinela positivo en tumores con un espesor <0.8 mm es mas baja (<5 %) y que la
capacidad metastasica aumenta un 10 % por cada aumento de 1 mm de espesor de IB (55). Aun
asi, existe un subgrupo de pacientes en los que la correlacion entre su grosor tumoral y el
pronostico no se cumple. Esto ocurre con mas frecuencia en los llamados melanomas “finos”
(menos de 1 mm) que a pesar de su buen prondstico estimado (SEM del 99 % a 5 afios y del 96
% a 10 afos) podran desarrollar metastasis (57).

Por otra parte, el IB también tiene sus limitaciones, como la dificultad para medirlo con
precision en presencia de ulceracion epidérmica, como se ha sefialado previamente, o cuando
afecta a otras estructuras perianexiales, como en el melanoma siringotropo (58). Ante la
afectacion de estructuras foliculares pueden surgir varios escenarios en los que la medicion se
dificulta y no hay consenso. En general, cuando un melanoma in situ afecta estructuras
foliculares estas no deben considerarse para la medicion del IB. Distinto es cuando existe una
afectacion de estructuras foliculares marcada y el componente invasivo se identifica solo en la
vecindad de estas estructuras (melanoma folicular primario). En estos casos, el IB debe medirse
desde la vaina radicular externa del foliculo hasta la célula de melanoma invasivo adyacente
mas lejana, conocido como “grosor folicular”. Otra variable consiste en medir la "profundidad
de Breslow folicular", medida desde la capa de células granulares hasta el melanocito atipico
mas profundo que se extiende desde el epitelio folicular. Pero dicha medida puede sobreestimar
el riesgo de metastasis, ya que no refleja verdaderamente el volumen tumoral. En el informe
histopatologico podrian informarse de todas estas medidas (59).

2. Ulceracion

La ulceracion se define como la ausencia completa de epidermis en cualquier zona del
tumor asociada a una reaccion inflamatoria y presencia fibrina (de otro modo podria tratarse de
un artefacto de procesamiento) en ausencia de traumatismo o procedimiento quirirgico
reciente. Entre las caracteristicas histopatologicas, el grosor del tumor y la ulceracion son los
predictores mas potentes de supervivencia (41). Su presencia implica que aumente la
estadificacion de “a” a “b” para cualquier grosor (T). En pacientes con melanoma localizado su
presencia reduce la supervivencia a 5 anos de 80 a 55 % y la SEM empeora para pacientes con
melanomas ulcerados en comparacion con los que no lo estdn (Hazard ratio [HR] 2.6) (60).
Ademads, la ulceracion fue una de las caracteristicas mas importantes para las tasas de
mortalidad en enfermedad localizada y regional en el estudio realizado por Balch et al. con mas
de 17.000 pacientes (41).
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3. Microsatelitosis

Se diagnostica con la presencia de nidos tumorales microscopicos cutdneos o subcutaneos
localizados adyacentes o profundos al tumor primario, separados por tejido normal (si el tejido
es cicatricial o es infiltrado inflamatorio no se consideran microsatelitosis). Se recomienda
evaluarla en diferentes cortes histologicos para descartar se trate de una continuacion del tumor.
Su presencia, aun en ausencia de afectacion ganglionar clinica ni lesiones satélite ni en transito,
hace que un paciente pase a estadio III (52). Es controvertido su papel como factor prondstico
independiente (61), pero hay trabajos que relacionan su presencia con un aumento de la
recurrencia locorregional, disminucion de la tasa de supervivencia libre de enfermedad (SLE)
y disminucion de la supervivencia global (SG) (62).

4. Indice mitdtico

El indice mitotico (IM) refleja la proliferacion celular dentro del tumor primario. Se mide
dentro del componente dérmico invasivo del melanoma en la zona con mayor actividad mitotica
(“hot spot”). Se cuentan las mitosis en dicho punto y después se evalian los campos adyacentes
no superpuestos hasta un 4rea de 1 mm cuadrado (mm?) y se informa de las mitosis por mm?.
No es necesario utilizar tinciones de IHQ para identificar mitosis para el estadiaje, seria
conveniente en caso de duda. Ante la falta de estudios sobre el valor de las mitosis epidérmicas
y mitosis atipicas, Marsch et al. realizaron un estudio retrospectivo con 185 melanomas, sin
hallar valor independiente en los andlisis multivariantes para las mitosis de localizacion
epidérmicas o atipicas (63). En versiones previas del AJCC el IM subdividia las categorias T1a
y T1b como una variable dicotomica con un valor de corte de 1 mitosis por mm? junto con la
presencia o ausencia de ulceracion (40). Pero en la 8* edicion del AJCC el IM deja de utilizarse
como criterio de estadificacion T1, aunque debe evaluarse y registrarse en todos los melanomas
primarios debido a su valor pronostico demostrado para todos los espesores de Breslow (55).
Un mayor nimero de mitosis se asocia con una menor tasa de supervivencia: Thompson et al.
objetivan una disminucién de la supervivencia a 10 afios del 93 % en melanomas sin mitosis al
48 % para melanomas con mas de 20 mitosis por mm?, lo que segun los autores refleja la
agresividad del tumor (64).

5. Nivel de invasion dérmico (Nivel de Clark)

Los niveles anatomicos propuestos por Clark en 1969 se dividen en 5: nivel I (melanoma
in situ), nivel II (invasion de la dermis papilar superficial), nivel III (melanoma invasivo que
llena y expande la dermis papilar), nivel IV (invasion de la dermis reticular) y nivel V
(infiltracion del tejido adiposo subcutdaneo) (34). Se registra en el informe anatomopatologico
pero no se recomienda como criterio de estadificacion por su valor prondstico adicional minimo
(62). En los andlisis multivariantes su validez como factor pronoéstico se pierde y ademas, es el
grosor del tumor el que guia las decisiones clinicas. AUn asi, si analizamos por subgrupos de
grosor, el nivel de invasion tuvo valor prondstico en pacientes con melanomas delgados, en los
que las tasas de supervivencia a 10 afios disminuyen con el aumento del nivel de invasion y la
presencia de ulceracion (41).
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6. Linfocitos intratumorales

Los linfocitos intratumorales se definen como linfocitos que infiltran y destruyen nidos
tumorales y/o directamente las células tumorales. El grado de infiltracion se describe tanto en
extension como en intensidad. Dicha infiltracion linfocitaria se clasifica en 3 niveles (52):

- Ausente: no se identifica infiltrado dentro del tumor. Esto no excluye los linfocitos
peritumorales sin extension intratumoral.

- Infiltracidon no intensa: el infiltrado esta en el tumor de forma focal o afecta a la base
del tumor, pero no en toda su longitud.

- Infiltracion intensa: infiltracion continua de toda la base del tumor o permeacion difusa
dentro del tumor.

Su presencia se corresponderia con la respuesta inmunologica del huésped contra el tumor.
Un infiltrado inflamatorio intenso se ha relacionado con mejores datos de supervivencia
(56,65). Encontramos estudios contradictorios, probablemente debido a una gran variabilidad
interobservador por la falta de unanimidad a la hora de definir el tipo y localizacion del
infiltrado (66,67). Se han intentado desarrollar nuevos métodos para evaluar los linfocitos
intratumorales con un sistema de puntuaciéon numérica simple, pero se requieren mas estudios
para confirmar su validez (65).

7. Invasion linfovascular y angiotropismo

La invasion linfovascular se refiere a la presencia de células tumorales dentro de los vasos
linfaticos o sanguineos y se considera un factor de mal pronostico. Se detecta en ldminas de
hematoxilina-eosina (HE), y con mayor sensibilidad con estudios de I[HQ como D2-40 y CD31.
Un estudio retrospectivo con 251 pacientes y seguimiento a 10 afios concluye que la invasion
linfatica es un factor pronostico independiente que aumenta sobre todo el riesgo de metastasis
en los estadios IB y IIA (68). Sin embargo, otros autores no logran demostrar que sea un factor
independiente para predecir potencial metastasico, quizas debido a las dificultades en su
identificacion (69).

El angiotropismo se diagnostica cuando las células de melanoma estdn estrechamente
asociadas con el endotelio de los vasos y su presencia predice una disminucion de la SLE,
debido a su relacion con el desarrollo de recurrencia local o metastasis en transito (70).

Ambos parametros se clasifican como presentes o ausentes. Se necesitan mas estudios para
aclarar su valor prondstico, ya que su deteccion mediante IHQ podria tener impacto en la
planificacion terapéutica (71).

8. Neurotropismo

El neurotropismo es definido como la presencia de células tumorales proximas a los nervios
de forma circunferencial (invasion perineural) o dentro del nervio (invasion intraneural). Se
observa con mayor facilidad en la periferia del tumor. La presencia de células tumorales
alrededor de un nervio en la masa principal del tumor, indica atrapamiento y no debe se
considerarse como neurotropismo (52). Se registra como ausente o presente y se recomienda
especificar si es focal o extenso y el tamafo de los nervios afectos. Es particularmente frecuente
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en melanomas desmoplasicos. Su presencia indica alto riesgo de recurrencia local, sobre todo
en casos de extirpaciones con margen escaso (53,61).

9. Subtipo histolégico

Como se ha comentado anteriormente, los subtipos histologicos clasicos definidos por la
OMS (33) tienen un valor prondstico reducido. Gracias al reciente reconocimiento de diferentes
tipos y porcentajes de anomalias mutacionales en los diferentes tipos de melanomas clésicos,
hemos visto que ciertos subtipos morfolégicos pueden ser predictores de posibles anomalias
mutacionales, como por ejemplo en el gen BRAF (14). Comentario aparte merece el melanoma
desmoplasico, que debe especificarse si es mixto o puro (mas del 90 % del melanoma invasivo
asociado a fibrosis estromal prominente). Esta variante supone menos de 5 % de todos los
melanomas y aunque localmente agresiva, su prondstico parece ser mejor que el de otros
melanomas en el mismo estadio, con tasas mas bajas de positividad del ganglio centinela y
menor desarrollo de metastasis a distancia (72).

10. Regresion tumoral

La regresion se define como un reemplazo parcial o completo del tumor por infiltrado
inflamatorio, fibrosis y melan6fagos. En el informe histopatologico debe especificarse si es
mayor o menor al 75 %. Si la regresion esta presente a una profundidad mayor que el IB, la
profundidad de regresion no se suma a la medicion del espesor. Sin embargo, se puede afiadir
un comentario al respecto (62). Su correlacion con el prondstico es también motivo de debate
y controversia. Al igual que con los linfocitos intratumorales, hay ausencia de criterios
uniformes en cuanto a la definicion y clasificacion de su extension. En diferentes estudios no
se encuentra relacion de su presencia con el prondstico (67). En otros, sin embargo, la regresion
predice peor prondstico, con mayor posibilidad de positividad si se realiza la biopsia selectiva
del ganglio centinela (BSGC), por lo que algunos grupos han llegado a recomendar su
realizacion en melanomas con regresion extensa (>75 %), sobre todo en aquellos con IB <0.76
mm (73). Un estudio reciente con 4.790 pacientes, encuentra regresion en un 22.6 % de los
casos, relacionando su presencia con buen prondstico: menor posibilidad de metastasis en la
BSGC y mejor SEM. Pero en este estudio solo se evaluo la presencia o ausencia de regresion
sin evaluar su grado (74).

11. Elastosis solar

La elastosis es un marcador de exposicion solar acumulada. Los melanomas que se
presentan con marcada elastosis solar suelen aparecer en pacientes de mayor edad y con menor
numero de nevos (75,76). Se evalua en la piel adyacente al melanoma y se puede clasificar en
una escala de 4 categorias (nula, leve, moderada y marcada) (76) pero existen diferentes
métodos para graduar su intensidad, desde ausente/presente (66) a métodos mas detallados
como propone Landi et al. (77).

Su valor prondstico no ha sido muy estudiado, llegando a considerarse su presencia como
factor protector en relacion a la supervivencia (66). La nueva clasificacion propuesta para el
melanoma vuelve a darle valor a la elastosis solar (39). Los melanomas se clasifican en base al
DSA de la piel circundante, y se observa que aquellos con alto DSA y poca elastosis solar tienen
alteraciones genéticas distintivas de aquellos que aparecen en piel con alto DSA vy elastosis
solar marcada (ver apartado 3.7. Clasificacion integradora).
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12. Nevo asociado

Se define por la coexistencia de componente de nevo y melanoma en el estudio
histopatologico. Cabe destacar que la medida del IB puede dificultarse ante la coexistencia de
nevo previo y también puede hacer mas complejo evaluar la extension perianexial (53). La
prevalencia de nevo asociado a melanoma es variable segin los estudios, debido a su
heterogeneidad en su recogida y clasificacion, y lo mismo ocurre en referencia a su valor
prondstico. Una reciente revision sistematica que seleccion6 38 estudios para su metaanalisis
cifra la prevalencia en un 29 % y concluye que los melanomas asociados con nevo se presentan
con IB medio significativamente mas bajo que los melanomas de novo (20).

13. Densidad de Breslow

Alexander Breslow (54) en su articulo original sugiri6 que el volumen tumoral,
combinando el didmetro méximo y el grosor, podria aproximar mejor el prondstico que una
medida unidimensional, aunque finalmente utilizé el grosor tumoral o IB como medida mas
significativa. La utilizacion de una medida bidimensional, como el volumen, reflejaria mejor la
carga de células cancerigenas y podria tener mejor valor pronoéstico. El volumen tumoral tiene
valor predictivo en muchos otros tumores como carcinomas de prdostata y mama, cancer de
cabeza y cuello y linfoma de Hodgkin (78).

A lo largo de los afos diferentes autores han estudiado el volumen tumoral en el melanoma
(79-86), comprobando en muchos casos que volimenes més grandes se correlacionan con un
peor prondstico y un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad (tabla resumen en Anexo
VI).

Friedman et al. (81) estudian 35 melanomas mediante una féormula matematica, tras el
procesado de la muestra haciendo secciones de 2 mm, establecen 200 mm ctibicos (mm?) como
punto de corte de volumen indicador de peor supervivencia a 5 afios. Posteriormente, Binder et
al. (82) calculan el volumen nuclear ponderado, confirmandose su valor pronostico
independiente para melanomas finos y, por otra parte, Mossbacher et al. (84) hacen una
estimacion estereoldgica del volumen nuclear medio en 32 melanomas gruesos (>4 mm)
observando que a mayor volumen nuclear mas tendencia a desarrollar metastasis. En 1996,
Bahmer et al. (83) estudian 34 melanomas a los que aplican el método de Cavalieri para calcular
el volumen tumoral, pero utilizan un método tan complejo de procesamiento de la muestra,
mediante multiples cortes, que lo convierte en poco practico. Estudios mas recientes acerca del
volumen tumoral evalian su valor prondstico (85,86). En ambos, la férmula para su calculo
(grosor tumoral x area elipsoidal de la lesion clinica) implica tener datos de la medida
macroscopica del melanoma, no siempre disponible ni intercambiable por la medicion
patologica macroscopica del tumor. Ademds, muchos melanomas tienen un patron de
crecimiento irregular, para los cuales el calculo del area seria impreciso. En resumen, la mayoria
de estos métodos de estimacion del volumen son complejos y dificiles de aplicar, y una de las
caracteristicas valiosas que debe tener un nuevo pardmetro es ser simple y facilmente
reproducible.

Por este motivo, en 2016, Rashed et al. (87) describen el concepto de Densidad de Breslow
(DB), el cual representa el porcentaje de la dermis ocupado por células de melanoma, y lo
evaliian en la misma posicion en la que miden el IB. Estudian 100 melanomas y demuestran
que, aunque existe una fuerte correlacion entre la DB y el IB, ambos son factores independientes
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para predecir SG. El fundamento de este enfoque es que la estimacion del pronostico del
melanoma en casos con el mismo IB podria mejorarse midiendo la densidad de las células
tumorales invasivas: dos melanomas con el mismo IB pueden tener una densidad celular
tumoral diferente y cabria esperar que los casos con mayor carga tumoral tuvieran un peor
prondstico. Ademas, la medicion de la DB puede realizarse en segundos, sin necesidad de
material adicional, en la misma ldmina de HE. También comprueban la concordancia
interobservador del nuevo parametro, obteniendo un coeficiente de correlacion intraclase (CCI)
de 0.96. Por otra parte, exploran la posibilidad de combinacion del IB y la DB para mejorar la
prediccion de la supervivencia a 5 afios, concluyendo que se necesita validacion externa para
generalizar su uso (en conjunto mejoran el area bajo la curva [AUC] de un 94.8 % del IB a un
96.7 % al combinarlos) (87).

El mismo grupo de trabajo continlia explorando el concepto de la DB analizando 1.329
melanomas. Nuevamente confirman la fuerte concordancia interobservador del pardmetro (CCI
0.93) y su valor pronoéstico independiente para la SG, la SEM y la supervivencia libre de
metastasis (SLM). Cuando evaltan la DB y su relacion con otros factores prondstico conocidos
como la edad, sexo, IB, localizacion del tumor, subtipo histoldgico, ulceracion, IM, presencia
de microsatélites y estadio tumoral, al realizar el analisis multivariante, la DB, IB, ulceracion e
IM obtuvieron resultados significativos en relacion a la SG, SEM y SLM. La media de DB de
sus melanomas se situd en el 60 % y proponen un punto de corte de DB >65 % que permitiria
elevar el estadio T de un melanoma de “a” a “b” en un 27 % de sus casos, ya que se consideraria
que estos pacientes tendrian melanomas de mas alto riesgo. De igual modo, una DB baja y la
ausencia de ulceracion significaria un bajo de riesgo de progresion para ese melanoma. Por otra
parte, el uso combinado del IB y la DB , obtiene una capacidad prondstica superior, y actia
como una aproximacion cruda a la carga tumoral. Es por ello que proponen incorporar este
parametro morfologico en futuras versiones del AJCC como un complemento (88).

Saldanha et al. (89) un afio después, proponen un nuevo concepto que incluye la DB, el
area tumoral calculada (ATC), argumentando que mejora la DB en el sentido de que el ATC
evalua las células en la totalidad del melanoma invasor mientras que para el calculo de la DB
se utiliza solo una ventana de 2 mm. Tras los anélisis, el ATC fue superior al IB como factor
pronostico y concluyen que sus hallazgos necesitan ser validados.

El trabajo mas reciente que sobre la DB concluye que la DB tiene mas valor como indicador
pronostico para la SLE que para la SG, como limitaciones destaca su pequefio tamafio muestral
(19 pacientes) y que no incluye tumores en estadio pT1 ni pT2 (su IB medio es de 5 mm y su
DB media es de 70 %) (90).

3.8.3. Factores prondstico genético-moleculares
Las pruebas para predecir mutaciones en ciertos oncogenes nos ayudan a realizar un

diagnostico mas preciso y a seleccionar pacientes para tratamiento en caso de melanoma
avanzado. Ademas, han demostrado su valor como factor prondstico (91).
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1. BRAF

El gen BRAF es un promotor tumoral que codifica una serina/treonina cinasa que activa la
ruta de las MAPK regulando el crecimiento, supervivencia y diferenciacion tumoral. Las
mutaciones somaticas en BRAF son frecuentes en melanomas primarios, metastasicos y nevos
melanociticos. En concreto, esta presente en un 40-60 % de los melanomas cutdneos primarios.
La mutacion mas frecuente es la sustitucion de una valina por un glutamato en el codén 600 del
exon 15 (BRAF V600E), presente hasta en un 80 % de los casos; en un 15 % se sustituye por
una lisina (BRAF V600K) y en 5 % de los casos encontramos otras mutaciones (V600R / M /
D / G); pero se han descrito hasta 30 mutaciones diferentes, con distinta actividad biologica y
posibles caracteristicas tumorales heterogéneas (92).

Tras producirse la mutacion se activa constitutivamente la proteina BRAF conduciendo a
la proliferacion neoplésica (17). En condiciones fisioldgicas RAS se une al nucledtido guanosin
trifosfato y activa la cascada de la via de sefializacion de las cinasas RAS-RAF-MEK-ERK,
dando lugar a proliferacion celular, con un sistema de retroalimentacion negativo de control.
Cuando RAF muta, esta via se activa constitutivamente, sin necesidad de la uniéon ligando-
receptor, por lo que se produce un crecimiento del tumor sin limite (93).

Se dispone de farmacos que inhiben especificamente BRAF, por lo que se entiende la
importancia de conocer su estado mutacional en la practica clinica diaria. Los principales
métodos para determinarlo son los siguientes (94):

a. Secuenciacion: la secuenciacion de Sanger se ha utilizado como referencia en
investigacion para determinar el estado mutacional de los tumores. La pirosecuenciacion es mas
rapida y mas sensible. Puede detectar la mutacion V60OE y otras menos frecuentes, pero su
sensibilidad es baja, pudiendo dar lugar a falsos negativos.

b. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR): actualmente el método
mas utilizado, por su rapidez y sensibilidad, ademas de ser econdmica. La prueba Cobas® 4800
BRAF V600 es la mas utilizada.

c. Anticuerpo monoclonal frente a la proteina mutada BRAF V600E (VEI): se detecta la
mutacion por IHQ en parafina, pero como desventaja solo detecta la mutacion V60OE.

d. Biopsia liquida: técnica emergente en proceso de validacion que detecta células
tumorales en sangre periférica, ADN tumoral o micro 4cidos ribonucleicos (micro-ARN)
circulantes.

e. Secuenciacion de proxima generacion (NGS): para identificar otras alteraciones
moleculares en las muestras en las que no identificamos la mutacion V600. Maximiza las
mutaciones procesables, algunas de las cuales podrian ser dianas de tratamiento en el futuro.
Hoy en dia se considera mas una herramienta de investigacion.

En relacion al valor prondstico de la mutacion de BRAF los resultados de los estudios son
contradictorios. Hay trabajos que informan que los portadores de la mutacidon tienen una
supervivencia menor que los no portadores (95,96). En un estudio retrospectivo que incluy6
147 pacientes se demostré que BRAF mutado era factor prondstico de peor SLE (97). Hallazgos
similares encontraron Ardekani et al. (91) realizando un metaandlisis con un total de 674
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pacientes con melanoma en los que se demostré que la mutacion de BRAF (presente en un 47.8
% de los pacientes) era un factor de riesgo absoluto para la supervivencia aumentando el riesgo
de mortalidad en 1.7 veces. Long et al. (98) observan una mediana de supervivencia de los
pacientes con melanoma metastasico de 5.7 meses para los pacientes con mutacion de BRAF y
de 8.5 meses para los pacientes BRAF no mutado. Mientras tanto, otras publicaciones no
encuentran diferencias en relacion a la presencia de la mutacion de BRAF y la supervivencia
de los pacientes o los resultados no son concluyentes (38,99—101). En algunos casos, como el
trabajo de Maldonado ef al. (38), extrapolan supervivencia a través del desarrollo de metastasis
o muerte por enfermedad, y el seguimiento medio es de s6lo 37 meses. En un estudio con 365
melanomas cutaneos primarios, Broekaert ef al. (101), concluyen que los pacientes con BRAF
mutado tienen mayor propension a metastatizar en los ganglios linfaticos regionales que a otros
niveles, pero esto no tuvo una asociacion significativa con la SG ni con la SLE. Estas
diferencias pueden deberse a varios factores: pacientes incluidos en diferentes estadios
tumorales, que los estudios sean retrospectivos o prospectivos, los criterios objetivo para
evaluar supervivencia (SLE, libre de recurrencia, SG...), etc. Sin embargo, si estd demostrado
que los tumores primarios con mutacion BRAF asocian ciertas caracteristicas diferenciales:
parecen ser tumores mas gruesos, ulcerados con mayor frecuencia y también muestran un mayor
numero de mitosis (95,97,100). También se ha observado que los melanomas con BRAF
mutado se presentan en pacientes mas jovenes (15,38,102), con lesiones localizadas en zonas
de exposicion solar intermitente, como el tronco y extremidades, y suelen tener mayor numero
de nevos (14,38,100,102—104). Por otra parte, histolégicamente muestran menor elastosis solar,
una prominente dispersion de los melanocitos a la epidermis, mayor formacion de nidos
intraepidérmicos y abundante pigmento (15,101). Tras estos estudios, se podria concluir que si
la mutacion estd presente, el paciente mostraria un fenotipo clinico-patologico distintivo. De
hecho, Viros ef al. pudieron predecir la mutacion de BRAF con un 91.8 % de precision usando
una combinacion de caracteristicas histomorfologicas (15).

Todos estos estudios se ven desde otra optica desde la irrupcion de las terapias diana en el
afo 2012. Hasta ese momento el Unico tratamiento que habia demostrado aumentar la
supervivencia de los pacientes era la cirugia. Pero actualmente los pacientes con melanoma
avanzado con BRAF mutado tienen mejores tasas de SG cuando son tratados con inhibidores
de BRAF (vemurafenib, dabrafenib y encorametinib) y MEK (trametinib, cobimetinib y
binimetinib) (105). Posteriormente, se demostrod que la combinacion de inhibidores de BRAF e
inhibidores de MEK era més eficaz, pues incrementa la duracion de la respuesta y disminuye
las resistencias (106). Es por esto que la monoterapia se ha abandonado y los farmacos se
emplean combinados (por ejemplo vemurafenib mas cobimetinib, dabrafenib mas trametinib,
encorafenib mas binimetinib).

2. NRAS

Mutaciones puntuales en RAS pueden activar la via de las MAPK y también promover
supervivencia a través de la via de sefializacion del fosfatidilinositol-3-cinasa. Entre los genes
de RAS las mutaciones mas frecuentes se encuentran en NRAS (codon 60 o 61 del exén 2 y
codén 12 o 13 del exén 1), en un 15-20 % de los melanomas, y su hallazgo suele excluir la
presencia de la mutacion de BRAF.

La mutacion de NRAS se asocid con mayor edad al diagnostico (96,100), con subtipo
histolégico nodular y melanomas de aparicion en piel con dafio solar cronico (18,100). También
mostraron tendencia a localizarse en extremidades, ser més invasivos, y con mayor posibilidad
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de que los pacientes se presenten en estadios mas avanzados en comparacion con pacientes no
portadores de mutaciones en BRAF ni NRAS (96,104). Su valor pronostico no solo se demostrd
en melanoma localizado, en un estudio con 677 pacientes con melanoma metastasico se observo
que NRAS esta asociado independientemente con menor SG tras el diagnostico de metéstasis
(107). Contrariamente, otros estudios no encuentran diferencias en relacion a la supervivencia
(104).

A diferencia de BRAF, aun no se han desarrollado inhibidores de RAS especificos, por lo
que es urgente el desarrollo de farmacos contra esta diana terapéutica.

3. Otras alteraciones moleculares

Las mutaciones en BRAF son un evento precoz en el desarrollo del melanoma, detectado
frecuentemente en nevos y nevos displdsicos, no siendo suficientes para desarrollar un
melanoma. La posterior progresion a lesiones intermedias y melanoma requiere de estimulos
mutagénicos adicionales, como por ejemplo mutaciones en TERT. Para adquirir potencial
invasivo se veran con frecuencia mutaciones en CDKN2A vy finalmente, en los melanomas
metastasicos se pueden encontrar mutaciones en PTEN y TP53 (1).

a. Pérdida o desactivacion de CDKN2A: el gen CDKN2A produce la proteina pl 6INK4a,
que inhibe las cinasas 4 y 6 dependientes de ciclina, por lo que, aunque la proteina BRAF se
sobreexprese, el ciclo se detiene y puede controlarse. Su pérdida o desactivacion se da en un
10-40 % de los melanomas esporadicos y en hasta un 50 % de los melanomas familiares, con
alta penetrancia (1).

b. Amplificacidn del factor de transcripcion asociado a microftalmia: puede activarse por
la via de las MAPK o por la via del adenosin monofostato ciclico, regulando desarrollo,
diferenciacion y mantenimiento de los melanocitos. Su amplificacion, presente en un 20-30 %
de los melanomas, se correlaciona con menor supervivencia y resistencia a quimioterapia (108).

3.9. INTELIGENCIA ARTIFICIAL APLICADA AL AMBITO MEDICO

La inteligencia artificial (IA) es una rama de las ciencias de la computacion que incluye
conceptos transversales vinculados a la 16gica y al aprendizaje. Se ocupa de resolver problemas
cognitivos relacionados con la resolucion de problemas, el reconocimiento de patrones y el
aprendizaje. Los sistemas de IA se pueden clasificar en simbolicos y conexionistas. Los
modelos simbdlicos, o sistemas expertos, emplean el conocimiento existente y utilizan
lenguajes formales para programar una serie de pasos no ambiguos para predecir una variable
objetivo a partir de unos datos de entrada. Por su parte, los modelos conexionistas se basan en
algoritmos que aprenden de manera automatica las relaciones entre los datos de entrada y la
variable objetivo, a partir de un conjunto de datos de entrenamiento, con la capacidad de
encontrar nuevas relaciones entre ellos. Es por ello por lo que también se les denomina como
modelos de aprendizaje automatico o Machine Learning (ML). Por ultimo, el aprendizaje
profundo o Deep Learning (DL), variante particularmente efectiva de ML, desarrolla su
aprendizaje a través de redes neuronales artificiales (RNA) con multiples capas que procesan
la informacion con un nivel de complejidad ascendentes (109, 110).
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Figura 5. Diagrama de Venn en el que vemos que el Deep Learning es un tipo de Machine Learning,
y su vez una de las aproximaciones dentro de la inteligencia artificial

Estos modelos estan inspirados en la estructura y funcionamiento del cerebro humano
(111). Las RNA son muy eficaces en la deteccion de patrones y aprenden a reconocer
conceptos de manera similar al sistema visual del cerebro. Las primeras capas reconocen
conceptos de bajo nivel, por ejemplo, bordes. Las capas superiores aprenden a reconocer
conceptos de alto nivel jerarquico como cara o partes de objetos (112).

En la Gltima década se han producido grandes avances en el campo de la IA, especialmente
en ML, existen dos motivos principales:

e Datos: Han aumentado de manera exponencial la cantidad y diversidad de datos
existentes actualmente, surgiendo el concepto de Big Data (113).

e Algoritmos: Se han desarrollado nuevos algoritmos y técnicas de entrenamiento
que permiten entrenar modelos que aprendan de la gran cantidad de datos
existentes.

La IA se ha convertido en una herramienta valiosa para la sociedad, pero también para los
médicos. Se ha empleado en el campo de la medicina desde mediados del siglo XX. Los
primeros casos de uso se basaban en sistemas expertos, los cuales eran muy costosos de crear
y tenian poca capacidad de generalizacion. Sin embargo, el uso de técnicas de ML en el campo
de la medicina se ha incrementado sustancialmente en los tltimos afos, especialmente para el
diagnostico precoz y prediccion de resultados de pruebas médicas (114). A otros niveles
asistenciales, la IA se ha incorporado en la prevencion de patologias, reconocimiento facial en
el diagnostico de enfermedades raras y prediccion de reacciones adversas a firmacos. Ademas,
permite examinar grandes cantidades de datos de los registros médicos electrénicos (115,116).
Otro punto de avance importante en medicina es en el campo de la roboética, tanto en el
laboratorio como en el campo quirurgico (111). El uso de la [A transformard la forma de
entender la medicina, y todo hace prever que daré paso a una atencion médica mas eficiente.
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3.9.1. Inteligencia artificial en Oncologia cutanea

En los ultimos afios las publicaciones sobre IA y Oncologia cutdnea han aumentado
exponencialmente. En un inicio los esfuerzos iban dedicados principalmente a la diferenciacion
de imagenes de lesiones melanociticas (117) y posteriormente se desarrollaron modelos
pronosticos automatizados. Un ejemplo de ello son métodos computacionales que predicen
progresion metastasica a partir de datos de micro-ARN y de expresion génica de pacientes con
melanoma (118). Un campo muy interesante, y en el que existe cada vez mayor interés, es el
uso de técnicas de IA en el diagndstico precoz mediante imagenes. Una de las publicaciones
que mayor eco ha tenido fue la realizada por Esteva ef al. (119). En su trabajo clasifican lesiones
cutaneas usando redes neuronales, tras entrenar con un conjunto de datos de casi 130.000
imagenes. Enfrentan su algoritmo contra 21 dermat6logos y demuestran que la IA es capaz de
clasificar lesiones de cancer cutaneo con un nivel de precision diagnostica similar a la de un
dermatdlogo experto.

3.9.2. Inteligencia artificial para predecir la mutacion de BRAF

Actualmente, el aumento de supervivencia de los pacientes con melanomas estadio Il y IV
que reciben tratamiento con inhibidores de BRAF y MEK ha convertido las pruebas de
mutacion de BRAF en una prioridad para seleccionar los tratamientos (94). Con anterioridad se
han descrito los principales métodos para determinar el estado mutacional de BRAF, pero
existen otros mas novedosos y menos accesibles. Su sensibilidad y especificidad varian desde
el 80 al 100 % y del 90 al 100 %, respectivamente. La IHQ se posiciona aqui como una
alternativa econdmica y técnicamente mas sencilla, con una sensibilidad del 93 % y una
especificidad del 92 %. Por otra parte, se admite que la IA aplicada a la histopatologia puede
ayudar en las predicciones, pero apenas hay estudios que correlacionen la presencia de
mutaciones especificas con patrones morfologicos. Coudray ef al. (120) entrenaron un modelo
de RNA para clasificar imagenes histopatoldgicas obtenidas de “The Cancer Genome Atlas”
de muestras de adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas o tejido pulmonar normal.
Predijeron el estado mutacional de 6 de los 10 genes mas cominmente mutados en
adenocarcinoma de pulmoén (STK11, EGFR, FATI1, SETBP1, KRAS y TP53) con AUCs que
oscilaron entre 0.733 y 0.856. La mutaciéon de estos genes en particular podria predecirse a
partir de iméagenes de laminas de HE, lo que sugiere que las caracteristicas celulares estan
relacionadas de alguna manera con su estado mutacional.

Diferentes autores han utilizado técnicas de IA en melanoma para predecir la mutacion de
BRAF a partir de datos clinicos y caracteristicas morfologicas de las laminas de HE. Viros et
al. (15) proponen el uso de un clasificador empleando modelos basados en arboles de decision
conocidos como “selvas aleatorias” (Random Forest). Un arbol de decision es un modelo
predictivo formado por reglas binarias, que permite representar los eventos que surgen desde
que se toma una decision entre un abanico de posibilidades. Estos arboles son considerados
modelos de aprendizaje débiles (por su baja capacidad de aprendizaje), pero pueden combinarse
haciendo que el modelo sea mas robusto; por ejemplo, con las “selvas aleatorias”. Este método
genera muchos arboles de clasificacion binarios independientes, basados en subconjuntos de
datos diferentes, y genera una prediccion de la probabilidad de mutacién combinando las
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predicciones de los arboles individuales que forman el modelo. De este modo, los autores
predijeron la mutacion de BRAF con una precision del 90.8 % (frente a la prediccion casual
que seria de un 50 %), resultando la edad superior a 55 afios como el factor mas importante a
la hora de predecir la presencia de mutacion BRAF. Posteriormente, y siguiendo la misma linea
de investigacion, Broekaert ef al. (101) evaluan las caracteristicas clinicas e histomorfoldgicas
de 365 melanomas y las correlacionan con el estado mutacional de BRAF y NRAS, aplican un
arbol de decision binario unico para predecir el estado mutacional de BRAF con un 60.3 % de
precision, resaltando la pigmentacion y la presencia de elastosis solar como puntos clave para
predecir BRAF. Los algoritmos de IA utilizados en estos trabajos tienen algunas limitaciones,
por ejemplo, cada arbol se entrena con distintas muestras de datos de un mismo problema, pero
ningun arbol ve todos los datos en conjunto, por eso a dia de hoy estan en desuso.

Actualmente hay dos tipos de algoritmos que obtienen muchos mejores resultados a la hora
de resolver problemas de clasificacion, gradient bosting machines (GBM) y las RNA:

- GBM permite obtener modelos predictivos basados en arboles de decision, pero con
una ventaja frente a los previos: cada arbol intenta corregir los errores de los modelos
anteriores segun los va generando; es decir, el segundo arbol corrige los errores del
primer arbol y asi sucesivamente. El modelo resultante es una combinacion de todos
los arboles, pero con una capacidad predictiva superior a los modelos individuales en
los que se basa. Dentro de los GBM tenemos 2 tipos principales: Extreme Gradient
Boosting (XGBoost) y Light Gradient Boosted Machine (LightGBM), ambos muestran
un potente poder predictivo y enfoques faciles de implementar (121,122). LightGBM
tiene como ventaja que se entrena hasta 20 veces mas rapido (123).

- Las RNA son modelos inspirados en el funcionamiento del cerebro. Las RNA estan
compuestas por elementos de procesamiento que son simples, pero altamente
interconectados. La neurona artificial recibe las entradas, las integra mediante una

funcion de activacion y genera una sefial de salida que se transmite a otras neuronas
(124).
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4. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

El melanoma es el principal responsable de la mayoria de muertes por cancer cutaneo. Su
manejo se decide en funcion al estadio segin el AJCC y el pronodstico se establece a partir de
un conjunto de caracteristicas clinico-patologicas que permiten estimar la supervivencia de los
pacientes. Entre ellas y en ausencia de afectacion regional o sistémica, el IB, la presencia de
ulceracion y el IM son los mas importantes (125).

Aun asi, existen pacientes en estadios tempranos que desarrollan metastasis. Por eso es de
vital importancia identificar nuevos factores prondsticos histolégicos y moleculares para
mejorar la estimacion individualizada de riesgo. Ademads, en funcién de esto, se toman
decisiones importantes en relacion al manejo (margenes quirargicos, indicacién o no de la
BSGC), seguimiento y opciones terapéuticas.

En la actualidad el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico molecular es exponencial,
pero la realidad es que su empleo en la practica diaria es limitado: son poco accesibles y
costosas. Por todo ello, se necesitan nuevos marcadores de bajo coste y simplicidad, faciles de
implementar en la préctica clinica diaria.

Se propone la estandarizacion de la DB, parametro que permite estimar el volumen
tumoral, dado que por su carécter bidimensional es probable que refleje mejor la carga tumoral
y pueda colaborar en la prediccion del comportamiento de un melanoma.

Ademas, se ha tratado de comprobar la utilidad de la IA en la prediccion del estado
mutacional de BRAF creando un arbol de decision, para lo cual nos hemos basado en ciertas
caracteristicas clinicas e histopatologicas de los melanomas. A partir de los algoritmos
utilizados obtenemos las caracteristicas que resultan mas importantes para predecir BRAF. Se
han empleado técnicas de interpretabilidad que muestran qué tipo de correlacion tiene cada
variable con la presencia de mutacion y posteriormente creamos un arbol de decision. Esto
podria posicionarse como un método alternativo, barato y facil para predecir la mutacion de
BRAF. Se destaca, ademas, la introduccion de la DB como pardmetro clave para esta
prediccion.

51



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA




5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la Densidad de Breslow como nuevo factor prondstico en melanoma y su
relacion con las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los melanomas.

5.2.  OBJETIVOS SECUNDARIOS
- Examinar la relacion de la Densidad de Breslow con el estado mutacional de BRAF.
- Examinar la Densidad de Breslow como predictor de mortalidad.

- Estimar la mutacion de BRAF a partir de las caracteristicas clinico-patologicas del
melanoma empleando técnicas de inteligencia artificial.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, retrospectivo, con pacientes del Area Sanitaria de Santiago
de Compostela y Barbanza. El periodo de recogida de datos de los melanomas incluye un
intervalo ininterrumpido de 39 meses.

6.2. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion a estudio comprendi6 aquellos pacientes diagnosticados de melanoma invasivo
cutaneo primario, confirmados histologicamente, procedentes de la base de datos del
Departamento de Anatomia Patologica del Area Sanitaria de Santiago de Compostela y
Barbanza.

Los criterios de exclusion fueron haber sido diagnosticado de melanoma spitzoide,
melanoma de mucosas, melanoma acral, melanoma in situ y aquellos pacientes con melanoma
metastdsico al momento del diagnodstico. También se excluyeron los pacientes cuyas muestras
no eran validas para el estudio citogenético.

6.3. RECOGIDA DE DATOS

La base de datos utilizada para la recogida de las variables histologicas fue el sistema EOS del
Departamento de Anatomia Patologica. La bisqueda de los melanomas se realizé en funcion
de la codificacion diagnostica del Departamento de Anatomia Patologica (SNOMED CT).
Ademas, para la recogida de parametros clinicos se utilizo6 como fuente la base de datos la
historia clinica electronica utilizada en el SERGAS (IANUS). Las variables se registraron en
una base de datos anonimizada creada a tal efecto, confidencial y manejada exclusivamente por
el equipo investigador.

6.4. ASPECTOS ETICO-LEGALES

Se trata de un estudio observacional en el que la informacion obtenida procede de la practica
clinica habitual y de los registros de Anatomia Patoldgica. El uso de datos, en su mayoria
histolégicos, con pocos datos clinicos, junto a su tratamiento mediante seudonimizacioén
resultan en la practica imposibilidad de identificacion de los pacientes. Se ha garantizado la
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confidencialidad de los datos asegurando el cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, del 13
de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Previo inicio del estudio se obtuvo la opinion favorable por parte del Comité de Etica de
Investigacion de nuestra area de referencia (Santiago-Lugo) para su realizacion (Codigo de
Registro: 2016/129).

En relacion a la memoria econdmica, esta tesis doctoral se ha desarrollado como parte de
una iniciativa del equipo investigador. No se han recibido retribuciones por realizar este estudio.
La autora y directores declaran no tener ningtin conflicto de interés en relacion con esta tesis
doctoral.

6.5. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES
6.5.1. Variable primaria

Densidad de Breslow (DB): la variable principal fue calculada segun la descripcion de
Rashed et al. (87). En resumen: se utilizan las mismas secciones histoldgicas de HE en las que
se mide el IB. A bajo aumento se proyecta una ventana virtual que incluye el area dérmica
ocupada por la parte infiltrativa del melanoma y que contenga la célula mas profunda de
melanoma (es decir, la misma zona en la que medimos el IB). El limite superior se corresponde
con la capa basal de la epidermis, pasando bajo los nidos de la union. El ancho se corresponde
con el del campo de aumento de 10x (aproximadamente 2 mm). Se ajusta el eje horizontal para
maximizar el area de dermis ocupada por el mayor niumero de células de melanoma, incluyendo
en todo caso la célula mas profunda. Por ultimo, se calcula en porcentaje la proporcion de
dermis ocupada por células de melanoma (se estima al 5% mas cercano y en puntuaciones
inferiores a 5 % y mayores a 95 % la precision sera del 1 %) (figuras 6-7).

Existen ciertas particularidades en la medicion. Por ejemplo, en melanomas ulcerados, la
medida vertical serd la misma que el IB. En melanomas muy gruesos, en los que no podemos
ver todo el campo, se realiza un escaneo vertical de toda el area rectangular. En melanomas en
los que el diagndstico inicial fue una biopsia en sacabocados o biopsia incisional, se puede
calcular la DB si en la biopsia se encuentra la célula de melanoma mas profunda y la muestra
tiene un ancho minimo de 10x. En caso contrario, habria que revisar en conjunto la biopsia y
extirpacion final para ajustar el calculo. Si no es posible, no podria calcularse la DB.
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° Epidermis

‘ Dermis

Densidad
de
Breslow

Ventana virtual con
ancho de campo 10x

() Células epidérmicas de melanoma

. Nidos de la unién de melanoma

‘ Nidos dérmicos

Figura 6. Esquema de la medicion de la Densidad de Breslow.

Nota: para ejemplificar la ventana se ha usado un rectangulo como simplificacién, pero el
limite superior se corresponderia con la capa basal de la epidermis y el limite inferior
debe seguir las ondulaciones que se presenten

a) b)

Figura 7. Casos de melanomas en los que se ha medido la Densidad de Breslow. El ancho de la ventana es
el diametro del objetivo 10x: a) indice de Breslow 0.6 mm, Densidad de Breslow 5%; b) indice de Breslow
0.3 mm, Densidad de Breslow 15%; c) indice de Breslow 0.8 mm, Densidad de Breslow 55%; d) indice de
Breslow 3.6 mm, Densidad de Breslow 95%

57



OLALLA FIGUEROA SILVA

58

6.5.2. Variables secundarias

a)
b)

¢)

d)
e)

f)
g)
h)
i)
),
k)

D

Edad al diagnostico
Edad de fallecimiento

Fecha de diagnostico histopatologico: se correspondera con la fecha de registro de
entrada en el Departamento de Anatomia Patoldgica de la primera biopsia, escisional
o incisional, que confirme el diagnostico

Sexo: hombre, mujer

Localizacion del melanoma: cabeza y cuello, tronco, extremidades inferiores y
extremidades superiores

Tipo histolégico de acuerdo con la OMS (39): MES, MN, LMM, otros

Estadio tumoral segun el sistema de estadificacion del AJCC (52)

Realizacion de la técnica de la BSGC y resultado

Fecha de la progresion del melanoma

Tipo de progresion: recurrencia local, afectacion ganglionar, metastasis a distancia
IB: medido en milimetros y con un solo decimal

Presencia o ausencia de ulceracion

m) IM: se expresa como numero de mitosis por mm?2

n)
0)

p)

Presencia o ausencia de nevo asociado
Linfocitos intratumorales: ausentes, infiltracion no intensa, infiltracion intensa
Caracteristicas morfologicas:

Dispersion intraepidérmica de melanocitos (modificado de Viros et al. (15)): calculo
del numero de melanocitos intraepidérmicos y su relaciéon con la capa basal,
clasificado de 0 a 3 siguiendo estos criterios: 0, todos los melanocitos se sitlian en la
capa basal; 1, del 75 al 99 % de los melanocitos estan situados en la capa basal; 2,
entre el 50 y el 74 %; 3, menos del 50 % de los melanocitos se situan en la capa basal.
También agrupada en: todos los melanocitos se sittian en la capa basal frente a menos
del 100 % de los melanocitos se sitlian en la capa basal.

Nidos (modificado de Viros et al. (15)): melanocitos formando grupos en lugar de
aislados, clasificados de 0 a 3: 0, los melanocitos se presentan como células sueltas; 1,
menos del 25 % de las células se presentan en nidos; 2, de 26 al 49 % de las células se
agrupan en nidos; 3, mas del 50 % de los melanocitos intraepidérmicos se presentan
en nidos.
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- Epidermis en la zona ocupada por el melanoma comparada con la piel adyacente
(modificado de Viros et al. (15)): graduada de 0 a 2: 0, epidermis similar a la de piel
adyacente; 1, atrofica, con atenuacion de las crestas; 2, hiperplasica. También
agrupada como normal/atréfica frente a hiperplasica.

- Circunscripcion lateral (modificado de Viros et al. (15)): se evalta la transicion desde
el tumor a la piel normal, graduada de 1 a 3: 1, nitida; 2, gradual; 3, discontinua
definida como epidermis aparentemente normal intercalada con tumor.

- Elastosis solar: graduada de 0 a 3 segtn la siguiente definicion (modificado de Landi
et al. (77)): 0, sin elastosis o fibras elastoticas muy ocasionales (considerada ausente);
1, fibras elastdticas aisladas, individuales mas que en grupos (considerada leve); 2,
fibras elastoticas intensamente agrupadas, formando masas fibrinoides (considerada
moderada); 3, formando masas amorfas con pérdida de la estructura fibrilar
(considerada intensa).

- Tipo celular (modificado de Viros et al. (15)): 1, células epitelioides; 2, células
fusocelulares; 3 celularidad mixta.

- Pigmentacion de los melanocitos (modificado de Viros ef al. (15)): 0, no se visualiza
pigmento o amelandticos; 1, pigmentacion moderada visible facilmente a bajo
aumento; 2, pigmentacion intensa dificultando la visualizacion de los ntcleos.

6.6. GENOTIPADO

6.6.1. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la
deteccion de 1a mutacion en el gen de BRAF

Se determin6 por RT-PCR la presencia o ausencia de la mutacion BRAF V600E en ADN
extraido del tejido tumoral de los melanomas fijados en formol e incluidos en parafina con la
prueba Cobas® 4800 BRAF V600 realizada con el sistema cobas, 4800, v2.0. La prueba de
mutacion esta disefiada para detectar el cambio de un nucledtido (T1799A) en el gen BRAF
que da como resultado una sustitucion de valina por un acido glutdmico en el codéon 600
(V600E) (126). Se basa en dos procesos:

a. Obtencion de ADN gendmico para lo cual se preparan las muestras manualmente.

b. Amplificacion por PCR y deteccion del ADN diana utilizando cebadores y 2 sondas
marcadas (una detecta la secuencia BRAF V600 nativa y la otra sonda la mutacion V600E).

6.6.2. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la
deteccion de otras mutaciones en el gen BRAF y NRAS

Se determin6 por RT-PCR la presencia o ausencia de mutaciones en el exon 11y 15 en el
gen BRAF y en el exon 2,3 y 4 del gen NRAS desde el ADN extraido del tejido tumoral de los
melanomas fijados en formol e incluidos en parafina. Igual que en el apartado previo, el
procedimiento se basa en dos procesos: la preparacion manual de la muestra para obtener ADN
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gendmico y la amplificacion por PCR y deteccion del ADN diana. EI ADN gendmico se aisla
con el kit de preparacion de muestras de ADN de Cobas® (127).

Para la interpretacion de los resultados es importante tener en cuenta que el resultado
“mutacion no detectada” no excluye la presencia de una mutacion en las regiones de BRAF y/o
NRAS, ya que los resultados dependen del porcentaje de secuencias mutantes, la integridad
adecuada de la muestra, la ausencia de inhibidores y de suficiente ADN para poder ser
detectado.

6.7. ANALISIS DE LOS DATOS
6.7.1. Analisis estadistico

El andlisis se ha realizado usando el programa estadistico SPSS, version 24.0 (SPSS,
Chicago, IL) y el paquete ‘survival’, disponible en el software R, v 4.0.1.

Se realizd un andlisis descriptivo de las variables recogidas en el estudio. Las variables
cuantitativas se han expresado como media + desviacion tipica (dt), mediana y rango. Las
variables cualitativas se han expresado como frecuencia (n) y porcentaje. La comparacion de
medias entre dos grupos se realiz6 mediante la prueba T de Student o test de Mann-Whitney
seguin procedid tras la comprobacion de normalidad utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov.
La asociacion entre variables cualitativas se estim6 por medio del test estadistico Chi-cuadrado
o test de Fisher segtn procedio.

Se determino la SG, SEM, SLE y SLM de los pacientes, utilizando la metodologia de
Kaplan-Meier. Se presentod la mediana de supervivencia, junto con el intervalo de confianza
(IC) correspondiente. La comparacion de las curvas de supervivencia entre grupos se realizo a
través de la prueba de rangos logaritmicos.

El estudio de los posibles factores de impacto en la supervivencia se realizd mediante
regresion de riesgos proporcionales de Cox, ajustando por aquellas variables que resultaron
significativas en el andlisis univariante o clinicamente relevantes.

Se evalu¢ la capacidad predictiva del IB y la DB comparando los AUC de ambos indices.
Se han aportado los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, con sus correspondientes IC al 95 %.

6.7.2. Inteligencia artificial

El andlisis se ha realizado usando el lenguaje de programacion "Python” y los paquetes
LightGBM, XGBoost, PyTorch, shap, sklearn, pandas, numpy y matplotlib.

A partir de técnicas de IA hemos estimado la presencia de la mutacion V60OE de BRAF
en 106 casos de melanoma creando un arbol de decision que incluye variables clinicas e
histologicas. Para su construccion hemos incluido variables discretas (edad, IB, IM) y
categéricas (DB > o <65 %, ulceracion, nidos, contorno epidermis, forma celular, elastosis
solar, dispersion intraepidérmica de melanocitos, pigmentacion de los melanocitos, presencia
de metéstasis) descritas previamente en material y métodos (tabla 1).
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Tabla 1. Parametros clinicos e histopatolagicos incluidos para la construccion del arbol de decision

Variable Tipo n (%) Media = dt Mediana (rango)

Edad (ahos) Discreta 106 (100) 61+16.7 62 (26-98)
Estado mutacional de BRAF Categorica

Tipo nativo 78 (73.6)

Mutacion V600E 28 (26.4)
indice de Breslow (mm) Discreta 106 (100) 1.9+3.3 0.9 (0.2-26)
Indice mitético Discreta 106 (100) 2.2+ 4.1 1(0-26)
(mitosis/mm?)
Densidad de Breslow (%) Categorica 106 (100) 45.3 £ 34.8 40 (5-95)

<65 % 61 (57.5)

265 % 45 (42.5)
Ulceracion Categorica

Presente 15 (14.2)

Ausente 91 (85.8)
Nidos Categoérica

Células sueltas 14 (13.9)

<25% 37 (36.6)

26-49 % 21 (20.8)

>50 % 29 (28.7)
Epidermis Categorica

Atroéfica 33 (27.3)

Normal 23 (19)

Hiperplasica 65 (53.7)
Tipo celular Categorica

Epitelioide 71 (70)

Fusocelular 8 (7.5)

Mixto 27 (25.5)
Elastosis solar Categorica

Presente 78 (73.6)

Ausente 28 (26.4)
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Dispersién intraepidérmica de Categérica
melanocitos
100 % en la basal 30 (29.7)
>75-99 % en la basal 36 (35.6)
50-75 % en la basal 22 (21.8)
<50 % en la basal 13 (12.9)
Pigmentacion de los C -
melanocitos ategorica
Amelanéticos 31 (29.3)
Moderada 61(57.5)
Intensa 14 (13.2)
Metastasis Categoérica
Presente 11 (10.4)
Ausente 95 (89.6)

Abreviaturas. dt: desviacion tipica

Previamente a la creacion de arbol y con el objetivo de escoger las variables mas
importantes para el modelo, se seleccionaron los siguientes algoritmos de IA: XGBoost,
Lightgbm y RNA.

Por otra parte, debido a la limitacion de los datos se eligio la técnica de validacion cruzada
Leave-one-out (LOOCV), que evalua el rendimiento y valida los modelos predictivos. Cada
caso individual se utiliza como reserva para el conjunto de validacion, entrenando n modelos,
cada uno con un caso utilizado como validacion. En este estudio, dispusimos de datos de 106
melanomas, por lo que se utilizaron 106 validaciones diferentes para evaluar los modelos de
IA. Este proceso se repitid 1.000 veces para cada modelo de ML. Esta técnica es costosa desde
el punto de vista computacional, pero permite maximizar los datos de entrenamiento y reducir
el sesgo en la estimacion del rendimiento del modelo (128).

Los modelos de ML son muy complejos en comparacién con método estadisticos clasicos,
como la regresion lineal, donde para cada variable existe un coeficiente. Durante mucho tiempo
se les ha considerado cajas negras, ya que se conocen los datos de entrada al modelo y la
respuesta que se obtiene, pero no cémo se ha llegado a ella. Es por ello que se han desarrollado
técnicas de interpretabilidad para comprender su funcionamiento interno (129). Las
explicaciones aditivas de SHApley (SHAP), desarrolladas por Lundberg y Lee (130), fue el
método seleccionado en este caso. Dicha técnica nos ayuda a entender como son las relaciones
entre las variables y la probabilidad de mutacion predicha por el modelo.

Por ultimo, se ha construido un arbol de decision analizando los valores SHAP de cada

caracteristica y su contribucion en la probabilidad de la presencia de mutacion, unidos al
conocimiento médico existente en esta area.
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7. RESULTADOS

7.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

De un total de 245 melanomas seleccionados, se excluyeron 139 (21 melanomas con metastasis
en el momento del diagndstico, 11 melanomas mucosos, 12 melanomas acrales y 95 melanomas
in situ). Finalmente, se evaluaron 106 melanomas cutdneos invasivos. El seguimiento medio
fue de 57 meses (rango, 10-83 meses).

En cuanto a las caracteristicas generales de la poblacion a estudio hubo un predominio del
sexo femenino: 65 (61.3 %) fueron mujeres y 41 (38.7 %) hombres, con una edad media al
diagnostico de 61 afios (Rango 26-98 anos). La mayoria de los melanomas se localizaron en
tronco (n= 37; 34.9 %) y el MES fue el subtipo histoldgico mas frecuente (n= 77; 72.6 %),
seguido del MN (n=20; 18.9 %) y el LMM (n=8; 7.5 %). Un caso (0.9 %) fue un melanoma
nevoide. El espesor de Breslow oscild entre 0.2 y 26 mm, con una media de 1.9 mm. Sélo 15
lesiones mostraron ulceracion (14.2 %). El estadio mas frecuente fue el IA (n= 60, 56.6 %). Se
realizo la técnica de la BSGC en 35 pacientes (33.7 %), con resultado positivo en 7 de ellos (20
%). La mutacion BRAF V600E se evalud en todos los pacientes, siendo positiva en 28 (26.4
%) y de tipo nativo en 78 (73.6 %). Los resultados se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Analisis descriptivo global

Variable n (%) Media = dt Mediana (Rango)

Edad (anos) 106 (100) 61+ 16.7 62 (26-98)
Sexo

Hombre 41 (38.7)

Mujer 65 (61.3)
Localizacion

Cabeza y cuello 25 (23.6)

Tronco 37 (34.9)

Extremidades inferiores 22 (20.8)

Extremidades superiores 22 (20.8)
Subtipo histologico

Melanoma extension superficial 77 (72.6)

Melanoma nodular 20 (18.9)

Léntigo maligno melanoma 8 (7.5)

Otros 1(0.9)
Estadio segun el AJCC

1A 60 (56.6)

IB 16 (15.1)
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Il 21 (19.8)
I 9 (8.5)
E;?E?:]le:lectwa del ganglio 35 (33.7)
Positiva 7 (20)
Negativa 28 (80)
Estado mutacional de BRAF
Tipo nativo 78 (73.6)
Mutacion V600E 28 (26.4)
indice de Breslow (mm) 106 (100) 1.9+3.3 0.9 (0.2-26)
Densidad de Breslow (%) 106 (100) 45.3 £ 34.8 40 (5-95)
<65 % 61 (57.5)
265 % 45 (42.5)
indice mitético (mitosis/mm2) 66 (62.3) 2.2 + 4.1 1 (0-26)
Ulceracion
Presente 15 (14.2)
Ausente 91 (85.8)
Nevo asociado
Presente 23 (21.7)
Ausente 83 (78.3)
Elastosis solar
Presente 78 (73.6)
Ausente 28 (26.4)

Abreviaturas. dt: desviacion tipica; AJCC: American Joint Committee on Cancer

La DB se evaluo en todos los melanomas, y oscil6 de 5 a 95 %, obteniendo una densidad
media de 45 %. Al establecer un punto de corte superior o igual al 65 %, 45 melanomas (42.5
%) presentaron DB >65 %y 61 (57.5 %) melanomas DB <65 %. No hubo diferencias entre los
dos grupos en relacion a la edad (63.7 frente a 58.9 anos; p=0.145), pero se observd un
predominio del sexo femenino entre aquellos pacientes con DB<65 % (70.5 % frente a 48.9 %;
p<0.024). El grupo con menor DB mostré mas casos en estadios [A y IB (98.4 % frente a 35.6
%; p<0.001) (tabla 3).

Las caracteristicas de los melanomas asociados con DB >65 % incluyeron mayor IB (3.8
frente a 0.7 mm; p<0.001) y mayor IM (4.5 frente a 0.5 mitosis/mm?; p<0.001). En el grupo de
melanomas de DB<65 % no hubo melanomas ulcerados, mientras que en el grupo de DB >65
% un 33.3 % de los melanomas presentaban ulceracion (tabla 3).

Tabla 3. Comparativa de las caracteristicas clinico-patologicas entre melanomas con Densidad de Breslow
<65 %y 265 %

Densidad de Breslow <65 % Densidad de Breslow >65 %
(n=61) (n=45)
n (%) Media * dt n (%) Media + dt p-valor
Edad (afhos) 61 (57.5) 58.9 + 16.1 45 (42.4) 63.7 £+ 17.3 0.145
Sexo 0.024
Hombre 18 (29.5) 23 (51.1)
Mujer 43 (70.5) 22 (48.9)
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Localizacion 0.131
Cabeza y cuello 10 (16.4) 15 (33.3)
Tronco 23 (37.7) 14 (31.1)
Extremidad inferior 16 (26.2) 6 (13.3)
Extremidad superior 12 (19.7) 10 (22.2)
Estadio segun el AJCC <0.001
1A 53 (86.9) 7 (15.6)
1B 7 (11.5) 9 (20)
Il 0 (0) 21 (46.7)
1 1(1.6) 8 (17.8)
Subtipo histologico
b Melanoma extension 55 (90.2) 22 (48.9)
Melanoma nodular 1(1.6) 19 (42.2)
I s @ 6
Otros 0 (0) 1(2.2)
Estado mutacional de BRAF 0.067
Tipo nativo 49 (80.3) 29 (64.4)
Mutacion V600E 12 (19.7) 16 (35.6)
indice de Breslow (mm) 0.7+0.4 3.8+4.5 <0.001
Indice mitdtico 0.5+0.7 45155 <0.001
(mitosis/mm?)
Ulceracion <0.001
Presente 0 (0) 15 (33.3)
Ausente 61 (100) 30 (66.7)

Abreviaturas. dt: desviacion tipica; AJCC: American Joint Committee on Cancer

7.2.

DENSIDAD DE BRESLOW COMO NUEVO FACTOR PRONOSTICO EN MELANOMA.

El intervalo desde el diagnostico de melanoma hasta el fallecimiento fue significativamente
menor para los melanomas con DB >65 % (50.7 frente a 62.1 meses; p=0.002). De los 18 (17
%) pacientes que fallecieron durante el seguimiento, 14 (77.8 %) presentaron DB >65 %
(p=0.001); y 8 (88.9 %) de los 9 pacientes que fallecieron especificamente por melanoma
pertenecian al grupo DB >65 % (p=0.004). Del grupo de 18 pacientes que sufrieron recaidas,
17 (94.4 %) estaban en el grupo DB >65 % mientras que solo 1 (5.6 %) estaba en el grupo
DB<65 % (p<0.001). Finalmente, 10 (90.9 %) de los 11 pacientes que desarrollaron enfermedad
a distancia tenian DB >65 % (p=0.001) (tabla 4).

Tabla 4. Comparativa pronoéstica segun la Densidad de Breslow

Densidad de Breslow <65 % Densidad de Breslow =65 %
(n=61) (n=45)
n (%) Media + dt n (%) Media + dt p-valor

Meses desde diagndstico hasta 61 (57.5) 62.1 +14.1 45 (42.4) 50.7 £ 20 0.002
fallecimiento
Fallecidos 0.001

No 57 (64.8) 31 (35.2)

Si 4 (22.2) 14 (77.8
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Vivo/causa de la muerte 0.004
Vivo/Fallecido por otras 60 (61.9) 37 (38.1)
causas
Fallecido por melanoma 1(11.1) 8 (88.9)
Recaida <0.001
No 60 (69) 27 (31)
Si 1 (5.6) 17 (94.4)
Enfermedad a distancia 0.001
No 60 (63.2) 35 (36.8)
Si 1(9.1) 10 (90.9)

Abreviaturas. dt: desviacion tipica

La DB ha demostrado ser relevante a la hora de estimar las tasas de supervivencia de los
pacientes con melanoma. La supervivencia media en nuestra serie fue de 73.61 meses (Rango:
69.56 - 77.65 meses). Se observa como la SG media es significativamente mdas corta en
melanomas con DB >65 % (65.1 frente a 78.8 meses; p=0.001). En nuestra serie, la tasa de
SLE, SEM y SLM a 5 aios fue del 98.3 % para el grupo DB <65 %, disminuyendo al 59.9 %,
81.7 % y 74.1 % respectivamente para el grupo DB >65 % (p<0.001, p=0.001, p<0.001). En
consonancia, los periodos de supervivencia media fueron mejores para pacientes con DB <65
% en relacion a SLE (81.3 frente a 56.3 meses; p<0.001), SEM (81.3 frente a 72.5 meses;

p=0.001) y SLM (81.3 frente a 66.4 meses; p<0.001) (tabla 5, figuras 8-15).

Tabla 5. Probabilidades de supervivencia

Tasas supervivencia | Tasas supervivencia en | Tasas supervivencia en | p-valor

el grupo Densidad de | el grupo Densidad de
Breslow <65 % Breslow 265 %

Supervivencia global (%)

1 afio 98.1 100 95.6

5 afos 83.7 93.4 70.3

Media (IC 95 %) 73.6 (69.6-77.7) 78.8 (75.6-81.9) 65.1 (57.2-73) 0.001

Supervivencia libre de enfermedad (%)

1 afio 94.3 100 86.4

5 afios 82.5 98.3 59.9

Media (IC 95 %) 71.2 (66.6-75.8) 81.3(79.9-82.7) 56.3 (46.96-65.5) <0.001

Supervivencia especifica de melanoma (%)

1 afio 100 100 100

5 afios 91.7 98.3 81.7

Media (IC 95 %) 78.5(75.6-81.4) 81.3 (80-82.7) 72.5 (66-79) 0.001

Supervivencia libre de metastasis (%)

1 afio 94.1 100 93

5 afios 88.8 98.3 74.1

Media (IC 95 %) 75.4 (71.7-79.1) 81.3(79.9-82.7) 66.4 (57.9-74.8) <0.001

Abreviaturas. IC: intervalo de confianza
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Figura 11. Supervivencia libre de enfermedad estratificada segin Densidad de Breslow <65 % o 265 %
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Tras los andlisis con los modelos de riesgo proporcional de Cox univariado y multivariado,
seguimos obteniendo resultados a favor de la importancia de la DB como factor prondstico. En
el analisis univariado tanto el IB como la DB se asociaron con mayor riesgo de presentar los
siguientes eventos analizados: SG (HRis 1.13; HRpg 1.03), SLE (HRis 1.22; HRpg 1.06), SEM
(HRis 1.17; HRpg 1.06) y SLM (HRis 1.23; HRpg 1.04). En particular, las diferencias en la SG
segtn la DB fueron mas pronunciadas para el grupo DB >65 % en comparacion con el grupo
DB <65 % (HR 5.71; p=0.002) (tabla 6).

Tabla 6. Analisis univariado de la influencia de los factores clinico-patolégicos en la supervivencia global,
la supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia especifica del melanoma y la supervivencia libre de

metastasis utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox

No evento Evento HR (IC 95 %) p-valor
Supervivencia global (n=88) (n=18)
Media + dt Media + dt
Edad (Anos) 57.89 + 15.04 76.06 + 16.64 1.07 (1.03-1.11) <0.001
indice de Breslow (mm) 1.36 £+ 1.57 5.06 £ 6.5 1.13 (1.06-1.19) <0.001
Densidad de Breslow (%) 39.55 £ 33.71 73.33 £ 25.55 1.03 (1.01-1.05) 0.001
n (%) n (%)
Densidad de Breslow
<65 % 57 (64.8) 4 (22.2) 1
265 % 31 (35.2) 14 (77.8) 5.71 (1.87-17.39) 0.002
Sexo
Hombre 34 (38.6) 7 (38.9) 1.02 (0.39-2.63) 0.971
Mujer 54 (61.4) 11 (61.1) 1
Localizacion
Cabeza y cuello 18 (20.5) 7 (38.9) 1
Tronco 32 (36.4) 5(27.8) 0.46 (0.15-1.45) 0.186
 xtremidades 18 (20.5) 4(22.2) 0.59 (0.17-2.02) 0.402
Supfr’;(t)rr‘:“dades 20 (22.7) 2 (11.1) 0.29 (0.6-1.38) 0.120
Estado mutacional de
BRAF
Tipo nativo 67 (76.1) 11 (61.1) 1
Mutacion V600E 21 (23.9) 7 (38.9) 1.84 (0.71-4.75) 0.208
Supervivencia libre de
enfermedad (n=87) (n=17)
Media + dt Media + dt
Edad (Anos) 59.46 + 15.99 69.83 + 17.00 1.04 (1.01-1.07) 0.008
indice de Breslow (mm) 1.23 £ 1.41 5.06 + 6.50 1.22 (1.14-1.31) <0.001
Densidad de Breslow (%) 37.41 + 32.69 81.94 + 16.99 1.06 (1.03-1.09) <0.001
n (%) n (%)
Densidad de Breslow
<65 % 60 (69) 1 (5.6) 1
265 % 27 (31) 17 (94.4) 30.93 (4.11-232.81) 0.001
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Sexo

Hombre 32 (36.8) 8 (44.4) 1.38 (0.54-3.48) 0.501

Mujer 55 (63.2) 10 (55.6) 1
Localizacion

Cabeza y cuello 15 (17.2) 10 (55.6) 1

Tronco 34 (39.1) 3 (16.7) 0.16 0.006
infefi’(‘)trfsmidades 19 (21.8) 3 (16.7) 0.26 0.040
Sup:ﬁ;rree;""dades 29 (21.8) 2 (11.1) 0.18 0.029
Estado mutacional de
BRAF

Tipo nativo 67 (77) 10 (55.6) 1

Mutacion V600E 20 (23) 8 (44.4) 2.28 (0.89-5.77) 0.083
Supervivencia especifica
de melanoma (n=93) (n=9)

Media + dt Media + dt
Edad (Afos) 59.89 + 16.55 72.56 £ 14.54 1.06 (1.01-1.10) 0.016
indice de Breslow (mm) 1.54 £ 1.90 6.81 £ 8.37 1.17 (1.08-1.26) <0.001
Densidad de Breslow (%) 42.42 + 34.42 76.11 £22.19 1.06 (1.03-1.09) <0.001
n (%) n (%)

Densidad de Breslow (%)

<65 % 60 (61.9) 1(11.1) 1

265 % 37 (38.1) 8 (88.9) 13.89 (1.73-111.50) 0.013
Sexo

Hombre 38 (39.2) 3(33.3) 0.79 (0.19-3.16) 0.736

Mujer 59 (60.8) 6 (66.7 1
Localizacion

Cabeza y cuello 23 (23.7) 2 (22.2) 1

Tronco 35 (36.1) 2 (22.2) 0.64 (0.09-4.54) 0.654
infe';.xot:::“dades 19 (19.6) 3(33.3) 1.53 (0.26-9.20) 0.640
cupenoren e 20 (20.6) 2(22.2) 0.97 (0.14-6.85) 0.972
Estado mutacional de
BRAF

Tipo nativo 74 (76.3) 4 (44.4) 1

Mutacion V600E 23 (23.7) 5 (55.6) 3.73 (0.99-13.93) 0.051
Supervivencia libre de
metastasis (n=95) (n=11)

Mediazdt Mediazdt
Edad (Anos) 60.87£17.02 61.81£14.36 1.01 (0.97-1.05) 0.596
indice de Breslow (mm) 1.67+2.97 4.81+4.58 1.23 (1.11-1.36) <0.001
Densidad de Breslow (%) 41.47+34.13 78.18£20.53 1.04 (1.01-1.07) 0.10
n (%) n (%)

Densidad de Breslow

<65 % 60 (63.2) 1(9.1) 1

265 % 35 (36.8) 10 (90.9) 18.23 (2.33-142.81) 0.006
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Sexo
Hombre 36 (37.9) 5 (45.5) 1.40 (0.428-4.59) 0.577
Mujer 59 (62.1) 6 (54.5) 1
Localizacion
Cabeza y cuello 22 (23.2) 3(27.3) 1
Tronco 34 (35.8) 3(27.3) 0.52 (0.10-2.56) 0.418
__ Extremidades 19 (20) 3(27.3) 0.83 (0.17-4.13) 0.819
inferiores
Extremidades 20 (21.1) 2 (18.2) 0.56 (0.09-3.38) 0.530
superiores
Estado mutacional de
BRAF
Tipo nativo 74 (77.9) 4 (36.4) 1
Mutacion V600E 21 (22.1) 7 (63.6) 5.12 (1.49-17.52) 0.009

Abreviaturas. dt: desviacion tipica; HR: Hazard ratio; IC: intervalo de confianza

Se utilizé un modelo de regresion ajustado por edad, sexo, localizacion, estado mutacional
de BRAF, IB y DB para identificar factores pronosticos independientes que influyen en la
supervivencia de melanoma. Segun el analisis multivariado solo la edad y la DB >65 % son
factores prondsticos independientes para la SG con HR de 1.09 (IC 95 %: 1.03-1.16) y 11.76
(IC 95 %: 1.29-107.33) respectivamente. De igual modo, se demostrd que la DB >65 %, pero
no el IB, era un factor de mal pronodstico para SG, SLE y SLM. Los detalles del analisis
multivariado se enumeran en la tabla 7.

Tabla 7. Analisis multivariado de riesgos proporcionales de Cox en relacion con la supervivencia

. s Supervivencia . -
. . Supervivencia libre ios Supervivencia libre
Supervivencia global especifica de X .
de enfermedad de metastasis
melanoma
HR p- HR p- HR p- HR p-
(IC 95 %) valor | (IC 95 %) valor | (IC 95 %) valor | (IC 95 %) valor
- 1.09 0.99 1.05 1.00
Edad (Anos) (1.03-1.16) | %99 | (0.96-1.04) | %857 | (0.99-1.11) | %977 | (0.96-1.05) | 0-892
Sexo
0.42 0.17 0.71 1.26
Hombre (0.09-1.83) | %961 | (0.03-1.08) | %24 | (0.16-3.13) | 901 | (0.36-4.34) | O-710
Mujer 1 1 1 1
Localizacion
Cabezay
1 1
cuello
7.76 1.34
Otras (0.87-68.81) | 9966 | (0.23.7.99) | 0-748
Estado
mutacional de
BRAF
. v 0.28 0.26 0.24 0.31
Tiponativo. | 5 54 1 94y | 9196 | (0.04.1.81) | %173 | (0.05-1.15) | %072 | (0.79-1.22 | 0-0%4
Mutacion 1 1 1 1
V600E
Indice de 1.07 1.16 1.08 1.15
Breslow (mm) | (0.98-1.18) | 9133 | (1.03-1.3) | 991 | (0.97.1.200 | ®"72 | (0.97-1.28) | 0116
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Densidad de
Breslow
<65 % 1 1 1 1
11.76
o 1.17 6.73 1.04
265 % 21072933) 0.029 (1.06-1.31) 0.003 (0.74-60.93) 0.09 (1.00-1.08) 0.033

Abreviaturas. HR: Hazard Ratio; IC: intervalo de confianza.
HR ajustados por edad, sexo, localizacion, estado mutacional de BRAF, indice de Breslow y Densidad de

Breslow

7.3. CURVAS ROC: INDICE DE BRESLOW Y DENSIDAD DE BRESLOW

Tras un seguimiento medio de 57 meses, cuando se analizaron el IB y la DB como factores
predictores de SG (figura 16, tabla 8) surgieron algunas diferencias relevantes. El IB mostré un
mayor valor de AUC (AUC=0.827) en comparacion con la DB (AUC=0.576), encontrandose

estas diferencias en el limite de significacion (p=0.067).

10
—— Indice de Breslow
! === Densidad de Breslow
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Figura 16. Curva ROC comparativa entre indice de Breslow y Densidad de Breslow. La linea continua hace
referencia a la probabilidad de supervivencia estimada con el indice de Breslow. La linea discontinua hace
referencia a la probabilidad de supervivencia estimada con la Densidad de Breslow

Tabla 8. Probabilidades de supervivencia estimadas con el indice de Breslow y con la Densidad de Breslow

Probabilidad de supervivencia con IB | Probabilidad de supervivencia con DB
Estimacion (IC 95 %) Estimacion (IC 95 %) p-valor
AUC 0.827 (0.656-0.997) 0.576 (0.442-0.711) 0.067
Sensibilidad 0.778 (0.556-0.944) 0.889 (0.722-1.000)
Especificidad 1.000 (1.000-1.000) 0.443 (0.340-0.545)
VPN 0.956 (0.916-0.988) 0.952 (0.881-1.000)
VPP 1.000 (1.000-1.000) 0.246 (0.200-0.298)

Abreviaturas. AUC: area bajo la curva; IB: indice de Breslow; DB: Densidad de Breslow; IC: intervalo de
confianza; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo
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Por otra parte, la comparativa entre el IB frente a un modelo estimado combinando el IB y
la DB ajustado por las covariables edad, sexo, localizacion y estado mutacional de BRAF
(figura 17, tabla 9), mostr6 un AUC ligeramente superior para la combinacion que para el 1B

en solitario (AUC=0.827 frente a AUCcombinacion=0.837), aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0.987).
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Figura 17. Curva ROC comparativa entre indice de Breslow y modelo (combinacion de indice de Breslow y
Densidad de Breslow, ajustado por las covariables edad, sexo, localizacion y estado mutacional de BRAF)

Tabla 9. Probabilidades de supervivencia estimadas con el indice de Breslow y con el modelo estimado
combinado (combinacién de indice de Breslow y Densidad de Breslow, ajustado por las covariables edad,
sexo, localizacién y estado mutacional de BRAF)

Probabilidad de supervivencia Probabilidad de supervivencia del

con IB modelo combinado
Estimacion (IC 95 % Estimacion (IC 95 %) p-valor
AUC 0.827 (0.656-0.997 0.837 (0.686-0.988 0.987

Sensibilidad

0.833 (0.583-1.000

Especificidad

1.000 (1.000-1.000

0.900 (0.800-0.980

VPN

)
)
0.778 (0.556-0.944)
)
0.956 (0.916-0.988)

)
)
)
)

0.958 (0.902-1.000

VPP

1.000 (1.000-1.000)

0.667 (0.500-0.900)

Abreviaturas. AUC: area bajo la curva; IB: indice de Breslow; IC: intervalo de confianza; VPN: valor predictivo
negativo; VPP: valor predictivo negativo
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7.4. MUTACION DE BRAF Y CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LOS
MELANOMAS.

Se estudio el estado de BRAF en los 106 casos de melanoma, con presencia de la mutacion de
V600E en 28 melanomas (26.4 %). No se han demostrado diferencias significativas entre los
melanomas con BRAF mutado y nativo en relacion a la edad, sexo ni estadio del AJCC: los
pacientes con mutacion de BRAF presente fueron mas jovenes al diagnostico (57.21 frente a
62.32 afios en los no mutados). La distribucion entre ambos sexos en relacion a la mutacion fue
muy similar y no hubo diferencias entre mutados y no mutados en relacion al estadio, aunque
entre los melanomas de tipo nativo un 62.8 % de los pacientes fueron diagnosticados en estadio
IA, frente a solo un 39.3 % de los pacientes con melanomas con BRAF mutado. Si se han
demostrado diferencias en relacion a la localizacion, IB, IM y DB. En detalle, los melanomas
mutados se localizaron con mayor frecuencia en tronco y extremidades, encontrando en cabeza
y cuello un menor numero de melanomas mutados (p=0.016). También, se asociaron con un IB
y un IM significativamente mas altos (IB: 2.4 frente a 1.9 mm; p=0.012. IM: 3.2 frente a 1.8
mitosis/mm?; p=0.029) con respecto a los melanomas sin mutacién. No hubo diferencias con
respecto a la ulceracion. El porcentaje medio de DB fue mayor en pacientes con BRAF mutado
(porcentaje medio de DB 58.6 % frente a 40.5 % en no mutados; p=0.032).

Analizando las caracteristicas morfologicas, el MES fue el subtipo histologico mas
frecuente (78.6 % en el grupo de BRAF mutado y 70.5 % en el grupo de tipo nativo), y
destacamos que todos los LMM del estudio fueron de tipo nativo, aunque las diferencias fueron
no significativas. La epidermis hiperplasica fue mas frecuente entre los melanomas con
mutacion de BRAF presente (82.1 % frente a 53.8 %; p=0.008) y se observo mayor dispersion
intraepidérmica de los melanocitos entre los melanomas mutados (85.2 % frente a 64.9 %;
p=0.048). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en relacion al estatus de BRAF y
asociacion con nevo, formacion de nidos, elastosis solar (se observa una tendencia hacia una
menor elastosis solar en los mutados, pero sin alcanzar significacién estadistica),
circunscripcion lateral, cantidad de pigmento, tipo celular ni presencia de linfocitos
intratumorales.

El detalle de las caracteristicas clinico-patoldgicas en relacion a la mutacion de BRAF se
detallan en la tabla 10.

Tabla 10. Comparativa de las caracteristicas clinico-patologicas entre melanomas de tipo nativo y
melanomas con mutacion BRAF V600E

Estado mutacional de BRAF Tipo nativo Mutacion presente
V600E (n=78) (n=28)
n (%) Media + dt n (%) Media + dt p-valor

Edad (ahos) 62.32 + 17.58 57.21 + 13.57 0.144
Edad fallecimiento 11 (10.4) 84.91 £ 16.17 7 68.29 + 13.34 0.023
Sexo 0.707

Hombre 31 (39.7) 10 (35.7)

Mujer 47 (60.3) 18 (64.3)
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Localizacion 0.016
Cabeza y cuello 22 (28.2) 3 (10.7)
Tronco 30 (38.5) 7 (25)
Extremidades inferiores 15 (19.2) 7 (25)
Extremidades superiores 11 (14.1) 11 (39.3)
Estadio AJCC 0.059
1A 49 (62.8) 11 (39.3)
IB 12 (15.4) 4 (14.3)
Il 13 (16.7) 8 (28.6)
1] 4 (5.1) 5(17.9)
Subtipo histologico
Melanoma extension
55 (70.5) 22 (78.6)
superficial
Melanoma nodular 15 (19.2) 5(17.9)
Léntigo maligno
melanoma 8 (10.3) 0
Otros 0(0) 1(3.6)
Biopsia selectiva del ganglio
ceniinela o <0-001
No realizada 60 (77.9) 9 (33.3)
Realizada 17 (22.1) 18 (66.7)
Ganglio afectado 1.000
No afectado 14 (82.4) 14 (77.8)
Afectado 3 (17.6) 4 (22.2)
Indice de Breslow (mm) 1.9+3.4 2.4+2.9 0.012
Densidad de Breslow (%) 40.5 + 35.3 58.6 +29.9 0.032
Indice mitético
(mitosis/mm?) 1.8+3.5 3.2+5.4 0.029
Ulceracion 0.535
Presente 10 (12.8) 5(17.9)
Ausente 68 (87.2) 23 (82.1)
Nevo asociado 0.565
Presente 18 (23.1) 5(17.9)
Ausente 60 (76.9) 23 (82.1)
Elastosis solar 0.233
Ausente 20 (25.6) 8 (28.6)
Leve 30 (38.5 12 (42.9)
Moderada 13 (16.7) 7 (25)
Intensa 15 (19.2) 1(3.6)
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Dispersion intraepidérmica

de melanocitos 0.267
100 % en la basal 26 (35.1) 4 (14.8)
75-99 % en la basal 24 (32.4) 12 (44.4)
50-74 % en la basal 15 (20.3) 7 (25.9)
<50 % en la basal 9 (12.2) 4 (14.8)

Dispersion intraepidérmica

de melanocitos agrupada 0.048
100% en la basal 26 (35.1) 4 (14.8)
<100% en la basal 48 (64.9) 23 (85.2)

Nidos 0.655
Células sueltas 11 (14.9) 3(11.1)
<25% 29 (39.2) 8 (29.6)
26-49% 15 (20.3) 6 (22.2)
>50% 19 (25.7) 10 (37)

Epidermis 0.026
Normal 21 (26.9) 2(7.1)
Atroéfica 15 (19.2) 18 (17)
Hiperplasica 42 (53.8) 23 (82.1)

Epidermis agrupada 0.008
Normal/atrofica 36 (46.2 5(17.9)
Hiperplasica 42 (53.8) 23 (82.1)

Circunscripcion lateral 0.537
Nitida 26 (33.3) 12 (44.4)
Gradual 31 (39.7) 8 (29.6)
Discontinua 21 (26.9) 7 (25.9)

Pigmentacion de los

melanocitos 0.214
Amelanoticos 22 (28.2) 9 (32.1)
Moderada 43 (55.1) 18 (62.3)
Intensa 13 (16.7) 1(3.6)

Tipo celular 0.538
Epitelioide 50 (64.1) 21 (75)
Fusocelular 6 (7.7) 2(7.1)
Mixto 22 (28.2) 5(17.9)

Linfocitos intratumorales 0.954
Ausentes 3(3.8) 1(3.6)
Infiltracion no intensa 63 (80.77) 22 (78.57)
Infiltracion intensa 12 (15.4) 5(17.9)

Abreviaturas. dt: desviacion tipica; AJCC: American Joint Committee on Cancer
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7.5. ESTIMAR LA MUTACION DE BRAF A PARTIR DE TECNICAS DE INTELIGENCIA
ARTIFICIAL

El mejor rendimiento entre los 3 algoritmos seleccionados se obtuvo con el XGBoost
(AUC=0.704) (tabla 11, figura 18).

Tabla 11. Algoritmos de Machine Learning seleccionados y valores obtenidos para cada uno de ellos

Sensibilidad + dt | Precision + dt | Exactitud + dt AUC + dt

XGBoost 0.882 + 0.034 0.769 + 0.0 0.740 + 0.0 | 0.704 + 0.019

LightGBM 0.713 £ 0.260 1+0.0 0.798 £ 0.0 | 0.692 + 0.025

RNA 0.468 + 0.468 | 0.468 + 0.033 | 0.713 £ 0.018 | 0.689 + 0.03

Abreviaturas. dt: desviacion tipica; AUC: area bajo la curva; XGBoost: Extreme
Gradient Boosting; LightGBM: Light Gradient Boosting Machine; RNA: Redes
Neuronales Artificiales

AUC

Ratio positivos verdaderos

- LightGBM ROC (AUC = 0.692 = 0.025)
7 —— XGBoost ROC (AUC = 0.704 = 0.019)
o —— ANN ROC (AUC = 0.689 = 0.030)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Ratio falsos positivos

Figura 18. Comparacion de las curvas ROC para los 3 algoritmos que muestra que XGBoost es el modelo con
el mejor rendimiento
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Segun el modelo XGBoost las siguientes variables fueron las mas importantes a la hora de
predecir el estado mutacional de BRAF: presencia de metastasis, IB, DB, IM, epidermis
hiperplasica, edad y nidos (figura 19).

Importancia de variables del modelo XGBoost
Metastasis

Indice de Breslow

Densidad de Breslow
indice mitético
Epidermis hiperplasica
Edad

Nidos

Variables

Tipo celular epitelioide
Epidermis normal
Elastosis solar

Tlpo celular mixto
Epidermis atréfica
Tipo celular fusiforme

Ulceracién

0.

=

0 002 004 006 008 010 012 014 016
Importancia

Figura 19. Importancia de las variables segiin el modelo XGBoost: Representada por la relevancia de cada
variable normalizada entre O y 1

La importancia de cada caracteristica extraida de los modelos ML solo representa el
impacto relativo de cada una de ellas, pero no muestra qué tipo de correlacion tienen. Por este
motivo, se ha utilizado la técnica SHAP para interpretar la correlacion de cada caracteristica
con la prediccion resultante del modelo. En la figura 20 las variables estan ordenadas segun la
importancia que representan. Cada punto representa a un paciente y se repite para cada
caracteristica. En el eje X se representa el impacto en la salida del modelo, a la izquierda hay
valores negativos que representan una menor probabilidad de mutacion y a la derecha valores
positivos que representan una mayor probabilidad de mutacion. El azul representa valores bajos
de la variable y, por el contrario, el rojo representa valores altos.
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Figura 20. Explicaciones aditivas de SHapley

Las variables mas importantes se describen a continuacion: la edad (los pacientes mas
jovenes tienen mas probabilidad de mutacion), IB y DB (valores mas altos implican mas
probabilidad de mutacion), epidermis hiperplésica, alto grado de formacion de nidos, presencia
de metéstasis e IM (valores altos de estas caracteristicas representan una mayor probabilidad
de mutacion BRAF).

A partir de los resultados obtenidos con las técnicas anteriores, se construy6 un arbol de
decision simple, basado en decisiones binarias dependiendo del valor de cada caracteristica.
Para ello se ha tenido en cuenta el conocimiento médico existente en referencia a la mutacion
de BRAF y su relacion con caracteristicas clinico-patoldgicas (figura 21). La interpretacion del
arbol se hace en sentido descendente. Se han utilizado solo 8 variables y 9 reglas binarias para
estimar la presencia de la mutacion BRAF V600E. La variable mas importante para predecir
los resultados es la DB.

Aplicado al conjunto de datos, el arbol logra un AUC de 0.848, con una precision del 78.6
%. Predice ausencia de mutacion para 77 pacientes, siendo 71 verdaderos negativos y 6 falsos
negativos. Predice mutacion para 29 pacientes, siendo 22 verdaderos positivos y 7 falsos
positivos.
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Figura 21. Arbol de decision propuesto para estimar la presencia de la mutacion de BRAF V600E
Abreviaturas. VP: verdadero positivo; FP: falso positivo; VN: verdadero negativo; FN: falso negativo

Por ultimo, debido a las posibles limitaciones en relacion a los datos o a la falta de
informacion de la que dependen los modelos predictivos de ML, se han analizado con mas
detalle los pacientes clasificados como altamente probables de ser portadores de la mutacion
por el modelo XGBoost pero que tras la determinacion por RT-PCR son no portadores de la
mutacion BRAF V600E. En particular, 5 pacientes fueron analizados en busqueda de otras
mutaciones: 4 de ellos resultaron positivos para otras variantes (concretamente 3 pacientes
resultaron portadores de la mutacion VO60OE/E2/D y 1 de la mutacion K601E).
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8. DISCUSION

A dia de hoy el diagnostico definitivo de melanoma se establece a través de la histologia, y de
su andlisis se extraen numerosos factores prondsticos que ayudan a estimar la supervivencia en
los pacientes. El IB y la ulceracion son los mas importantes, pero muchos otros parametros
clinicos e histologicos también han demostrado su valor pronéstico. Un ejemplo de ello son el
IM y la presencia de regresion tumoral que aunque no incluidos en el sistema de estadificacion
del AJCC, tienen también relevancia pronostica (55,61).

Estratificar correctamente a los pacientes segun el riesgo de desarrollo de metastasis y su
probabilidad de mortalidad es de vital importancia, de ahi que la identificaciéon de nuevos
factores prondstico sea motivo de estudio constante. Se busca que sean sensibles, especificos,
facilmente analizables y que agreguen un valor afiadido a los ya conocidos.

Por este motivo, nos gustaria resaltar el valor del anélisis de la DB, aspecto estudiado en
este trabajo. El término de DB fue introducido por Rashed (87) y Saldanha (88), y pretende
evaluar el volumen tumoral como factor pronostico. Los intentos anteriores de estimarlo han
resultado tediosos y dificiles de implementar (79-86). El estudio de la DB surge a raiz de la
idea de que su célculo podria conducir a una mejor estimacion del riesgo de progresion del
melanoma y lo més importante, que podria implementarse facilmente en la practica diaria, ya
que, a diferencia de los nuevos marcadores moleculares diagndsticos e identificadores de dianas
terapéuticas, la DB se evalta sin necesidad de ninglin equipo adicional, en las mismas laminas
de HE en las que se mide el IB, en apenas un minuto.

8.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

En nuestro estudio se han evaluado 106 melanomas malignos cutdneos invasivos, con un
seguimiento medio de 57 meses. Los datos obtenidos en relacion a la edad media de nuestros
pacientes (61 afios), la proporcion en relacion al sexo (61.3 % mujeres y 38.7 % hombres), la
mayor frecuencia de melanomas localizados en tronco (n=37; 34.9 %) y un mayor diagnostico
de pacientes en estadio IA (n= 60 melanomas, 56.6 %) estan en consonancia con la mayoria de
registros de melanoma (5,131). Se realizo la técnica de la BSGC en 35 pacientes (33.7 %), con
una tasa de positividad del 20 % (n=7), similar a otros estudios publicados (132).

En relacion a las caracteristicas histopatologicas, el MES fue el subtipo histologico mas
frecuente (n= 77; 72.6 %), al igual que en la mayoria de las publicaciones donde este subtipo
es el mas comun a nivel mundial en raza caucésica. Los siguientes por orden de frecuencia
fueron el MN (n= 20; 18.9 %) y el LMM (n=8; 7.5 %), datos coincidentes con los del Registro
Nacional de Melanoma (133). En nuestro estudio el IB medio fue de 1.9 mm, con una mediana
de 0.9 mm. Ademas, la mayoria de las lesiones no estaban ulceradas (n= 91; 85.8 %) y 66
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melanomas presentaban mitosis, siento el IM medio de 2.2 mitosis por mm?. Melanoma
asociado a nevo fue diagnosticado en 23 casos (21.7 %), cifra muy similar a la obtenida por
Ackerman en 1988 tras estudiar una serie de mas de 75.000 melanomas (134). Una reciente
revision de la literatura, que incluye 16.162 pacientes, cifra la proporcion de melanomas
asociados histolégicamente a nevo en un 30 % y estos pacientes tendrian una edad mas joven
al diagnoéstico, presencia de mayor nimero de nevos, antecedentes de quemaduras solares,
localizados en tronco y zonas de exposicion solar intermitente y con caracteristicas histologicas
de mejor prondstico (menor IB y ausencia de ulceracion) (135). La elastosis solar evaluada
histopatologicamente es una sefial de exposicion solar cronica y es facilmente demostrable en
la piel adyacente al melanoma. La elastosis solar en diferentes grados (leve, moderada e intensa)
estuvo presente en un 73.6 % de los melanomas (n= 78). Porcentaje superior al encontrado el
estudio de Thomas et al. (75) con mas de 3.000 participantes, donde también encuentran que
la elastosis solar aumenta con la edad, sobre todo a partir de los 70 afios. En contraposicion, un
estudio retrospectivo con pacientes de edades comprendidos entre 18 y 30 afios identifica
elastosis solar en solo un 3 % de los pacientes (136). Por otra parte, se ha observado que los
melanomas que aparecen en piel expuesta al sol con poca elastosis solar (por exposiciones
intermitentes) tienen alteraciones genéticas diferentes a aquellos que aparecen en piel con
marcada elastosis solar (38).

8.2. RELACION ENTRE LA DENSIDAD DE BRESLOW Y LAS CARACTERISTICAS DE LOS
MELANOMAS

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la DB y su asociacion con caracteristicas
clinicas e histopatologicas. Se evalud dicho parametro en todos los melanomas incluidos, en las
mismas laminas de HE en las que se midi6 el IB. No hubo que excluir ningtin caso en relacion
a la medicion de la DB. Se obtuvo una densidad media de 45.3 %, que oscilé de 5 a 95 %.

En los 3 articulos publicados sobre DB los datos que obtuvieron fueron los siguientes:

- Rashed et al. (87): IB medio de 2.6 mm y DB media de 68.2 %. En su trabajo solo un
30 % de los pacientes se clasifican en estadio IA, pudiendo influir que un 76 % de sus
casos presentan ulceracion.

- Saldanha et al. (88): IB medio de 0.9 mm, una DB media de 60 % y presencia de
ulceracion en un 17.7 %.

- Secinti et al. (90): IB medio de 5 mm, una DB media de 70 % y presencia de ulceracion
enun 47.4 %. En su estudio se incluyen pacientes en estadio IV, pero no en estadio pT1
ni pT2.

Ante estos datos es dificil hacer comparaciones. En nuestro caso la mayoria de los pacientes
se diagnosticaron en estadio A (56.6 %), con un IB medio de 1.9 mm y solo un 14 % de los
casos mostraron ulceracion (frente a un 76 % de Rashed et al.(87)), este puede ser el motivo
por el que nuestra DB media fuese menor. En relacion a los casos de Saldanha et al. (88)
obtienen una DB media mas elevada que la nuestra (60 %), al igual que en el estudio de Secinti
et al. (90), aunque en este ultimo trabajo los autores excluyen melanomas en estadio pT1y pT2
e incluyen pacientes en estadio IV, a diferencia de nuestro estudio y los de Rashed et al. (87) y
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Saldanha et al. (88). Esto podria explicar el IB medio y la DB media tan elevada que presentan
en su serie de casos.

Saldanha et al. (88) establecen un punto de corte de superior o igual a 65 % como criterio
de seleccion de melanomas de mayor riesgo, con el que los pacientes podrian aumentar su
estadio T de "a" a "b". El motivo de este punto de corte, lo avalan tras realizar diferentes
modelos de regresion que incluian la DB con puntos de corte diferente (del 20 al 80 %, con
incrementos de 5 en 5 %), el estadio T del AJCC y la SEM como objetivo. El mejor HR ajustado
lo obtuvo el punto de corte >65 % (HR 2.03, IC 95 % 1.04-3.94; p=0.037). Ademas, tiene como
ventaja que es un punto de corte simple para el uso en la practica diaria, recordando que, si la
DB es 2/3 o mas, el melanoma debe pasar a considerarse de alto riesgo. Esto podria ser
especialmente relevante en los llamados “melanomas finos” (hasta 1 mm de espesor), para
caracterizar el 1-15 % de los pacientes que eventualmente desarrollardn metastasis aun
perteneciendo a estadios de mejor pronostico (137).

En nuestro caso, estableciendo el mismo punto de corte (>65 %), encontramos que 61 (57.5
%) melanomas presentaron DB <65 % y los restantes 45 (42.5 %) DB >65 %.

La edad media entre los dos grupos fue muy similar: 58.9 afios para el grupo DB <65 %y
63.7 anos para el grupo de DB >65 %. Hubo diferencias en cuanto al sexo: el 70 % de las
mujeres tenian DB <65 %, en comparacion con solo el 30 % de los hombres. En referencia al
melanoma, los hombres han mostrado consistentemente un peor prondstico que las mujeres,
pero las razones de esta discrepancia no son completamente entendidas (42). Scoggins et al.
(43) concluyen que el género masculino estd asociado con caracteristicas tumorales
desfavorables (aumento de IB, presencia de ulceracion y regresion). La mayor DB entre los
hombres podria ser un factor explicativo adicional.

También se encontraron diferencias significativas en relacion al estadio del AJCC. Los
melanomas con DB superior al 65 % se presentaron en estadios mas avanzados (AJCC I y III;
p<0.001), con la consiguiente disminucion de la supervivencia a 5 y 10 aflos que conlleva (55).

En relacion a las caracteristicas histopatoldgicas, los melanomas con DB >65 %
presentaron IB mayor de 3 mm, todos los melanomas ulcerados pertenecieron a este grupo y
presentaban un indice mitético de mas de 4 mitosis por mm? (frente a <1 mitosis por mm? en
los melanomas con DB<65 %; p<0.001). Como se ha comentado previamente el grosor tumoral,
la ulceracion y el IM se han correlacionado con un peor prondstico (126,138,139). Estos
hallazgos podrian contribuir a explicar el peor desenlace para los pacientes con DB >65 % que
discutiremos mas adelante: mayores tasas de recaida (de los pacientes que sufrieron recaida, el
94.4 % pertenecian al grupo DB >65 %; p<0.001), aparicion de enfermedad a distancia (el 90.9
% de los pacientes que la desarrollaron tenian DB >65 %; p=0.001) y menor intervalo desde el
diagnostico hasta la muerte (51 frente a 62 meses; p=0.002).

8.3. DENSIDAD DE BRESLOW Y ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA
El objetivo principal de este trabajo ha sido analizar la DB como nuevo factor pronostico en

melanoma. Su importancia en este sentido solo se ha investigado en 3 articulos previos y sus
resultados respaldarian que la DB tiene un valor pronostico real:
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- Rashed et al. (87) demuestran que aunque fuertemente correlacionados, la DB es
independiente del IB para determinar la SEM y la SG. Ademas, exploran la posibilidad
de combinarlos lo que consigue una mejoria ligera en el AUC para la SG (AUCpg 89.6
%, AUCB 94.8 %, AUCpg+B 96.7 %) y la SEM (AUCps 82.9 %, AUCis 83.4 %,
AUCpg+15 86.8 %).

- Saldanha et al. (88) concluyen que la DB fue un factor pronostico independiente para
SG, SEM y SLM (HRsg 1.01, HRsgm 1.02, HRspm 1.02; p<0.001) y en concreto, para
la SEM fue mejor predictor que el IB. Estudian la combinacion de la DB y el IB
obteniendo una puntuacién (DBxIB/100), con el objetivo de adjuntarlo como factor
prondstico complementario en el AJCC. Ademas, esta combinacion podria corregir un
posible defecto de la DB: cuando medimos el ancho del campo se corresponde con el
objetivo de 10x, por lo que siempre tiene el mismo ancho (aproximadamente 2mm)
pero la profundidad varia, y esto se corrige con la combinacién de ambos parametros.

- Secinti et al. (90) observan que el riesgo de mortalidad global aumenta a medida que
lo hace la DB. En los estudios univariados para la SLE el riesgo aumenta con respecto
al aumento del IB y la DB, obteniendo mejores HR el IB (HRg 1.23 frente a HRpg
1.06).

En nuestro trabajo, una DB >65 % fue un factor de riesgo de recaida mas temprana (56
frente a 81 meses en el grupo DB <65 %; p<0.001) y desarrollo precoz de metastasis (66 frente
a 81 meses en el grupo DB <65 %; p<0.001); asi como, un mayor riesgo de muerte
especificamente por melanoma (72 frente a 81 meses en el grupo DB <65 %; p=0.001).

En referencia a la supervivencia a 5 afios, nuestros resultados indican que los pacientes con
mayor densidad tumoral (DB >65 %) obtienen significativamente peores datos de SG, SLE,
SEM y SLM. En concreto, la SEM a 5 afios disminuye notablemente con respecto a los
pacientes con DB <65 % (de media, 17 meses de vida menos; p<0.001). Estos resultados apoyan
la opinion expresada por Saldanha et al. (88) proponiendo la DB como un nuevo parametro
histoldgico a tener en cuenta con impacto en la supervivencia de los pacientes. En su estudio,
divide en 3 grupos la DB (<25 %, 30-75 % y >80 %) obteniendo diferencias significativas para
la SG, SEM y SLM, con peores resultados en la supervivencia a 5 afios segiin aumenta la DB
(SG a 5 afos en los grupos descritos previamente de 0.93, 0.84 y 0.67; SEM a 5 afios de 0.98,
0.94y 0.80; y SLM a 5 afios de 0.96, 0.87 y 0.67).

La DB fue un poderoso predictor de supervivencia entre los factores prondsticos
examinados. Estos hallazgos se han confirmado tras el andlisis con el modelo de riesgos
proporcionales de Cox univariado y multivariado. En cuanto a los resultados del estudio
univariado, la DB tiene un impacto significativo en las tasas de SG (HR 1.03, IC 95 % 1.01-
1.05; p=0.001). Pero las diferencias son mayores si estratificamos: en los melanomas con DB
>65% el riesgo de muerte se multiplica por 5 (HR 5.71; IC 95 % 1.87-17.39; p=0.002). A la
vista de estos resultados, se podria sugerir un seguimiento mas estrecho en los pacientes
diagnosticados de melanoma con mayor densidad tumoral.

Ampliando el estudio, en el andlisis multivariado, la DB dicotomizada (> y <65 %) y la
edad resultaron predictores altamente significativos para la SG, después de ajustar por todos los
demas factores pronosticos. Ademas, la DB también tuvo impacto de manera significativa en
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la SLE y SLM. Sin embargo, no fue asi para la SEM, hecho que podria estar relacionado con el
numero reducido de casos o tratarse de una limitacion propia de la DB.

Estos resultados se contraponen a los obtenidos en relacion al IB, que no resulta
significativo, al igual que ocurre en el trabajo de Secinti ef al. (90), en donde tras el estudio
multivariado solo la DB obtiene resultados significativos (HRpg 1.1; p=0.046 frente a HRis
1.78; p=0.094). Esto podria indicar que la DB esta agregando valor pronéstico en si mismo, al
menos en un subgrupo seleccionado de pacientes. Seran necesarios mas estudios que incluyan
un mayor numero de pacientes y un seguimiento mas prolongado para confirmar estos
hallazgos.

8.4. CURVAS ROC: iNDICE DE BRESLOW Y DENSIDAD DE BRESLOW

Al comparar las tasas de supervivencia estimadas con el IB y la DB mediante curvas ROC, se
observa que la supervivencia estimada a través del IB (AUC=0.827) es un mejor predictor de
SG, a diferencia de la DB (AUC=0.576), pero las diferencias no son significativas. Esto también
ha sido indicado por Rashed et al. (87) quienes propusieron la combinacion del IB y la DB para
asi mejorar el AUC (obteniendo una supervivencia estimada a los 5 afios del 96.7 % para la
combinacion y del 94.8 % para el IB en solitario), lo que les ha permitido clasificar mejor los
melanomas y discriminar la supervivencia a 5 afios con mayor precision. Por este motivo,
hemos comparado el IB con un modelo combinado que incluye el IB y la DB (ambos como
variables continuas), ajustados por las covariables edad, sexo, localizacion y estado mutacional
de BRAF. La combinacion mejora el AUC, aunque es muy similar al obtenido por el 1B en
solitario, lo que indica que ambas opciones tienen capacidades muy similares de predecir
supervivencia. De todos modos, las diferencias entre ambos no son significativas
(AUCB=0.827 frente a AUCcombinacion=0. 837; p=0.987). Esto apunta hacia un potencial de
combinacion que tendrian el IB y la DB, que debera estudiarse con mayor numero de pacientes.

8.5. RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE LA MUTACION DE BRAF Y LAS CARACTERISTICAS
DE LOS MELANOMAS

La mutacion en el oncogén BRAF suele estar presente en un 40-60 % de los melanomas y es
una mutacion temprana en su desarrollo (17). Se ve con mayor frecuencia en pacientes jovenes
con MES y en localizaciones cutdneas expuestas intermitentemente al sol con poca elastosis
solar (13,103). Aunque su presencia indica activacion de la via de las MAPK relacionada con
proliferacion, invasion y supervivencia tumoral, el rol exacto que ejerce su presencia en la
progresion celular a melanoma todavia no estd clara (92). La utilidad clinica de su
determinacion a dia de hoy se debe a la existencia de farmacos inhibidores de BRAF, que solo
se indican si el paciente es portador de la mutacion. Se administran en conjunto con inhibidores
de MEK, lo cual aumentan la supervivencia de los pacientes (106).

La incidencia de la mutacion de BRAF en nuestra poblacién fue menor que la reportada en
la literatura: se determind la presencia de la mutacion de BRAF V60OE en 28 melanomas (26.4
%), siendo la mayoria de tipo nativo (n= 78; 73.6 %). La variabilidad en el porcentaje de
melanomas con BRAF V600E mutado las diferentes series puede deberse a multiples factores:
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variabilidad entre las diferentes poblaciones a estudio, diferente distribucién de los subtipos
histologicos incluidos, que los tumores estén en estadios mas o menos avanzados, la mayor o
menor frecuencia de elastosis solar y las diferentes metodologias empleadas para detectar las
mutaciones.

Aunque no significativa, observamos una tendencia a una mayor incidencia de la mutacion
de BRAF entre los pacientes mas jovenes (57.21 afios frente a 62.32 afios en los no mutados).
Es conocido que la presencia de la mutacion de BRAF se correlaciona inversamente con la edad
(15,38,102,103): es mas frecuente en menores de 30 afios, pero solo el 25 % de los pacientes
mayores de 70 afos la presenta (140). Viros et al. (15) identifican la edad de 55 afios como el
factor predictivo de la mutacion de BRAF mas importante en su cohorte.

En cuanto a la localizacion, los melanomas de cabeza y cuello presentan la mutacion BRAF
V600E en menor porcentaje (solo un 10.7 % del total de los mutados; p=0.016). Es conocido
que los melanomas que aparecen en localizaciones de exposicion cronica a la luz solar, como
la cara, suelen aparecer en pacientes con edades avanzadas, con un desarrollo mas lento, y las
alteraciones genéticas que presentan difieren de las encontradas en piel sin dafio actinico
crénico. En contraposicion, los melanomas que aparecen en piel expuesta intermitentemente a
luz solar, como el tronco y extremidades, aparecen en pacientes mas jovenes y la presencia de
la mutacién de BRAF es mucho mas frecuente (14,38,103). Maldonado ef al. (38) distinguen si
un melanoma aparece en zona de exposicion solar cronica o no a través de la presencia o
ausencia de elastosis solar (definida como una dermis con una decoloracion gris azulada
homogénea en secciones de HE). En nuestro andlisis no se demostraron diferencias
significativas en relacion a la presencia/ausencia de mutacion y la elastosis solar, aunque si se
observo una tendencia hacia una mayor elastosis solar en los melanomas no mutados (elastosis
solar intensa en un 19.2% frente a un 3.6 % en los melanomas mutados; p=0.233), si bien, no
alcanz6 significacion estadistica. No obstante, sefialamos como limitacion que la elastosis solar
solo pudo evaluarse a nivel histologico, dado que por el caracter retrospectivo de nuestro
estudio no se pudieron obtener datos en relacion a los habitos de exposicion solar de nuestros
pacientes, quemaduras solares en la infancia, ni tampoco los obtenidos a través de la
exploracion clinica (fototipo, nimero de nevos, presencia de léntigos solares y/o efélides,
cancer cutaneo no melanoma...).

No hemos demostrado diferencias entre los melanomas con BRAF mutado y no mutado en
relacion al sexo, tipo histologico ni estadio del AJCC. En concreto en relacion al sexo la
mayoria de los estudios no encuentran diferencias en este sentido (100,102,136). Teniendo en
cuenta el subtipo histolégico, hay trabajos que sefalan mayor presencia de la mutacion de
BRATF entre los subtipos nodulares y de extension superficial (38,102), pero en nuestro caso la
distribucién entre ambos grupos fue muy similar, con la particularidad, de que todos los LMM
fueron de tipo nativo. Esto va en consonancia con otros estudios que indican que la clasificacion
exclusiva por subtipos histoldgicos del melanoma no tiene validez de cara al manejo de los
pacientes y que una clasificacion en funcion de la clinica, caracteristicas histomorfologicas y
moleculares aportaria mas informacion (13,14). Y centrandonos en el estadio del AJCC, en
nuestra serie las diferencias no fueron significativas, aunque entre los melanomas de tipo nativo
un 62.8% de los pacientes fueron diagnosticados en estadio IA y un 5.1 % en estadio III, frente
a solo un 39.3 % en estadio IA y 17.9 % en estadio III de los pacientes con melanomas con
BRAF mutado. De acuerdo a esto, Shinozaki et al. (141) estudia la mutacion de BRAF en
melanomas primarios y metastasicos, concluyendo que su presencia puede ser indicativa de
lesiones en estadios mas avanzados y Ellerhorst et al. (104) observan que los pacientes
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portadores de la mutacion de BRAF tienen mas probabilidad de presentarse en estadio III al
momento del diagnostico. A pesar de ello, no encuentran diferencias en la SG entre los pacientes
en estadio III al estratificar segun la presencia o ausencia de mutacion (seguimiento medio de
39 meses).

La mayoria de los pacientes en los que se indico la técnica de la BSGC tenian BRAF
mutado (66.7 % frente a 33.3 %; p<<0.001), pero tras su realizacion no se encontraron diferencias
en relacion a la presencia de metéstasis ganglionares. Esto contrasta con Broekaert ez al. (101)
en su estudio de 365 pacientes con melanoma encuentran que los melanomas con BRAF mutado
tienen mas probabilidad de metastatizar a los ganglios linfaticos regionales. Y también con
Viros et al. (15), que demuestra un patréon diferente de metdstasis, con mayor afectacion de
ganglios linfaticos regionales en los pacientes con mutacion de BRAF frente a los melanomas
de tipo nativo, que suelen presentar metéstasis satélite, en transito y viscerales con mayor
frecuencia (p<0.0001).

Previamente, varios articulos han investigado la asociacion entre las mutaciones de BRAF
y diferentes caracteristicas histopatoldgicas del melanoma para aclarar si cuando la mutacion
estd presente los melanomas muestran un patron diferencial (14,15,102). Conviene resaltar que
en nuestro estudio los melanomas con BRAF mutado asociaron un IB y un IM
significativamente mas altos con respecto a los melanomas de tipo nativo, y no se encontraron
diferencias en relacion a la presencia o ausencia de ulceracion. Esto ultimo contrasta con los
estudios de Ellerhorst et al. (104), Lu Si et al. (95) y Garcia-Casado ef al. (96) en los cuales los
tumores portadores de la mutacion de BRAF se muestran con mayor frecuencia ulcerados. De
forma similar, hay diferentes publicaciones en las que se asocia la presencia de mutacion de
BRAF con caracteristicas tumorales mas agresivas, como mayor IB y mayor IM (96). Por el
contrario, Liu ef al. (102) tras estudiar 251 pacientes con melanomas invasivos primarios
relaciona la presencia de la mutacion BRAF con menor IB, menor IM, menor tasa de Mib-1 y
de fosfohistona-3, asociando la presencia de mutacion como indicativa de menor tasa de
proliferacion tumoral.

En referencia a la morfologia, esta descrito que los melanomas con mutacion BRAF tienen
una circunscripcion lateral mas nitida, muestran una epidermis hiperplésica, mas dispersion
intraepidérmica de melanocitos, mayor tendencia a formar nidos que a disponerse en células
individuales y predominio de células mas agrandadas, redondas y mas pigmentadas
(15,101,102). También se ha descrito que surgen en la piel no expuesta al sol de forma cronica
con escasa elastosis solar (14,38,77). En nuestra serie no hubo diferencias en relaciéon a la
presencia de mutacion de BRAF y presencia de nevo asociado, formacion de nidos,
circunscripcion lateral (de nitida a discontinua), presencia de pigmento (de amelandtico a
fuertemente pigmentado), tipo celular (epitelioide, fusocelular o mixto) ni presencia de
linfocitos intratumorales. Sin embargo, fue significativa la forma de agrupacion de los
melanocitos: en los melanomas con BRAF mutado los melanocitos mostraron una mayor
dispersion intraepidérmica, con un menor niimero de ellos en capas basales y la epidermis se
mostré hiperplasica con mayor frecuencia. En conjunto, segun nuestros resultados, el valor
predictivo de las caracteristicas histopatologicas por si solas no son lo suficientemente precisas
para inferir el estado mutacional de BRAF.
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8.6. RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE LA MUTACION DE BRAF Y LA DENSIDAD DE
BRESLOW

Un hallazgo de este estudio es la asociacion de la presencia de mutacion de BRAF con la
densidad tumoral. Los datos demuestran que los melanomas con BRAF mutado tienen una
mayor densidad tumoral que aquellos con BRAF de tipo nativo (DB 58.7 % en melanomas con
BRAF mutado frente a DB 40.5 % en melanomas de tipo nativo; p<0.032) (142). Esto podria
ayudar a explicar por qué en diferentes trabajos se evidencia que los melanomas con mutacion
BRAF se asocian a un peor pronostico (95-97). No hemos encontrado otras referencias al
respecto sobre esto en la literatura, por lo que se abre la puerta a futuras investigaciones del
posible vinculo entre estas dos caracteristicas y su importancia prondstica.

8.7. INTELIGENCIA ARTIFICIAL. CONSTRUCCION DE UN ARBOL DE DECISION PARA
PREDECIR LA MUTACION DE BRAF

En este trabajo, hemos adoptado una aproximacion a la A para predecir la mutaciéon de BRAF
utilizando datos clinicos e histopatoldgicos de los melanomas y, de este modo, seleccionar
pacientes candidatos a terapia dirigida. Para ello hemos seleccionado 3 modelos (XGBoost,
LightGBM y ANN) que se consideran de ultima generacion y que han obtenido los mejores
resultados para tratar este tipo de problemas (143). La mejor puntuacién se obtuvo con el
modelo XGBoost, aunque los resultados procedentes de los otros 2 algoritmos fueron similares.
Las variables mas relevantes para predecir las mutaciones BRAF fueron: presencia de
metastasis, IB, DB, IM, epidermis hiperplésica, edad y formacion de nidos. En general, estos
resultados concuerdan con las caracteristicas previamente conocidas de los melanomas con
mutacion BRAF, como se ha discutido en los apartados previos (8.5 y 8.6). En resumen, tienden
a ocurrir en pacientes mas jovenes en areas con exposicion intermitente a la luz solar (38,103)
y muestran caracteristicas histopatologicas particulares, principalmente una alta tasa de
formacion de nidos e hiperplasia epidérmica reactiva (15). Segun nuestros resultados, el 1B
también podria ser relevante, pero segin las publicaciones revisadas la relacion entre la
presencia de un elevado IB y la probabilidad de mutacion es controvertida (96,102,104).
Resaltamos la posicion de la DB, el nuevo parametro que se estudia en este trabajo, ya que en
todos los modelos de IA estudiados resulta como una variable relevante, al mismo nivel que
otros factores prondstico tan importantes como el IB o el IM. Aunque no se ha podido contrastar
esto con la literatura, por ser la primera vez en la que se estudia la DB mediante técnicas de IA,
reafirma la importancia de incluir esta variable en el estudio histopatologico de los melanomas.

Posteriormente se evaluo, con la técnica SHAP, como afecta cada variable en relacion con
la prediccion, como se ha mostrado en la figura 20. El modelo toma todas las caracteristicas
usando una correlacion no lineal y, en consecuencia, el mismo valor de una caracteristica podria
tener un impacto diferente dependiendo de los valores de las demas. Por ejemplo, los valores
bajos de la DB (puntos azules en la tercera fila de la figura 20) estdn mas concentrados en el
lado izquierdo, lo que representa una menor probabilidad de mutacion. Pero hay también
algunos puntos azules en el lado derecho que representan una mayor probabilidad de mutacion
indicando la participacion de otras variables que también son recogidas por el caracter no lineal
del modelo.
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Por otra parte, la técnica que se ha empleado para detectar mutaciones de BRAF merece
una observacion adicional: solo reconoce la mutacion V60OE, que es la mutaciéon mas comun,
pero no la unica posible. Los 5 casos en los cuales el modelo predecia una mayor probabilidad
de mutacion de BRAF V600E, y que tras su determinacion el resultado fue negativo, se
analizaron con una técnica capaz de detectar todas las mutaciones descritas. Como resultado 4
de los de 5 pacientes tenian otras mutaciones de BRAF (V600E/E2/D y K601E). Estas, aunque
menos frecuentes, tienen las mismas consecuencias que la variante mas comun V60OE. Esta es
una limitacién de este estudio, pero al mismo tiempo, podria tomarse como una prueba de la
fortaleza del analisis, ya que los pacientes que repetidamente se clasificaban por los modelos
de TA como altamente probables de ser portadores de la mutacion, presentaban otras variantes
de la mutacion de BRAF, con lo cual los resultados del modelo serian mejorables con un estudio
mutacional mas amplio y un mayor niimero de pacientes.

En nuestro caso, hemos construido un arbol de decision usando solo 8 variables (DB, tipo
celular epitelioide, IB, formacion de nidos, edad, epidermis hiperpldsica, presencia de
metastasis e IM) que obtiene un AUC de 0.848 con una precision del 78.6%. En cuanto a la
edad, la presencia de la mutacion de BRAF es mas frecuente en pacientes jovenes vy,
concretamente, la media de edad de los pacientes con BRAF en multiples estudios esta entre
los 50 y los 60 afos, motivo por el cual el punto de corte de dicha variable se sitia a los 60
afios. En relacion a la presencia de metastasis, en los diferentes modelos de A es un parametro
relevante, incluido por tanto en el arbol de decision, pero si la mutacion de BRAF es un factor
predictivo de metastasis contintia siendo un aspecto muy discutido en la literatura, como se ha
comentado con anterioridad (104,141).

Excepto la edad y la presencia de metéstasis, el resto de las variables seleccionadas en el
arbol son caracteristicas histopatologicas que ayudan a clasificar los melanomas y son
relevantes desde el punto de vista prondstico:

- La DB, variable principal de nuestro estudio, define el primer nodo de decision y
se ha asumido el punto de corte de DB >65 % propuesto por Saldanha et al. (88).

- Ennuestro estudio un IB y un IM elevados se asociaron con presencia de mutacion
de BRAF (cuya relacion en la literatura es controvertida (96,102)). En los modelos
de TA resultan como variables relevantes, y su valor elevado segun las técnicas de
interpretabilidad también se asocid con presencia de mutacion.

- Enreferencia a la morfologia celular epitelioide y tendencia a formar nidos, no se
demostraron diferencias significativas en nuestra serie, pero es conocida la relacion
entre dichos aspectos morfologicos y la presencia de la mutacion de BRAF
(15,101,102); siendo dos variables importantes que actuan como nodos intermedios
en el arbol creado.

- La epidermis de los melanomas con mutaciones de BRAF estd con mayor
frecuencia engrosada (hiperplasia epidérmica), dicha caracteristica se ha asociado
con la presencia de la mutacion de BRAF en nuestro estudio y en la literatura (15).

Cabe resaltar que este tipo de analisis no pretende reemplazar las técnicas IHQ ni los
estudios moleculares previamente mencionados. Puede ser util como metodologia de cribado
en los pacientes en los que se prevé la realizacion de pruebas moleculares especificas o para
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ofrecer un resultado cuando tales técnicas no estan disponibles, ya sea por limitaciones
econdmicas u otras.

En resumen, no debe subestimarse el papel de la histopatologia convencional. La capacidad
de tomar decisiones de tratamiento relevantes con respecto a la terapia dirigida utilizando una
prueba universalmente asequible y accesible, como la HE, seria de suma importancia en un
momento en el cual métodos costosos y sofisticados apuntan en la misma direccion. Se
demuestra que la TA puede ser util para predecir el estado de BRAF incluso con un nimero
reducido de casos.

8.8. LIMITACIONES

Una de las limitaciones de nuestro trabajo esta en relacion al disefio del estudio por su caracter
retrospectivo y por desarrollarse en un Unico centro. También lo es el pequefio tamafio de la
muestra que puede dificultar correlaciones clinico-patologicas precisas y el empleo de técnicas
de IA; y a su vez, el bajo nimero de fallecimientos que se produjeron durante el seguimiento,
que podrian restar valor en los estudios de supervivencia.

También, sefialamos la dificultad a la hora de comparar nuestros resultados con otros
estudios previos debido al nimero reducido de trabajos que evalien la DBy, en los presentes,
a las diferentes variables y objetivos analizados.

Hemos asumido el punto de corte de DB >65 % propuesto por Saldanha ef al. (88) para
estudiar los melanomas. Seria importante abordar en un futuro con una cohorte mas amplia de
pacientes si ese punto de corte propuesto es realmente el mas adecuado para estratificar a los
melanomas de mas alto riesgo.

Por otra parte, nos gustaria destacar que este trabajo no pretende cuestionar la importancia
crucial del IB como predictor prondstico en melanoma, sino proponer la DB como un factor
complementario a considerar, resaltando la importancia del calculo del volumen tumoral.

92



9. CONCLUSIONES

La Densidad de Breslow es un marcador morfolégico util y facilmente medible en el momento
del examen histopatoldgico del melanoma y nos permite estimar el volumen tumoral.

La Densidad de Breslow es un buen predictor de mortalidad. Los melanomas con
densidades tumorales elevadas se asocian a tasas de supervivencia mas bajas y hemos
demostrado que es un buen indicador de aumento de riesgo de recurrencia de melanoma y
desarrollo precoz de metastasis. Esto viene determinado por un mayor indice de Breslow, mayor
indice mitotico y mayor presencia de ulceracion de los melanomas con Densidad de Breslow
mayor o igual a 65 %.

Los pacientes con BRAF mutado presentan mayor densidad tumoral.

En relacién al uso de la inteligencia artificial, entre los algoritmos seleccionados, el mejor
rendimiento se obtuvo con XGBoost. Se ha demostrado la utilidad de herramientas de
interpretabilidad, como SHAP, para crear un arbol de decision con el objetivo de estimar la
probabilidad de la presencia de la mutacion de BRAF. Entre las variables clinicas e
histopatologicas incluidas destacan la edad, el indice de Breslow y la Densidad de Breslow.

La inclusion de la Densidad de Breslow en el analisis del melanoma podria ser Util para
una mejor estratificacion prondstica y mejorar el manejo de los pacientes en el futuro,
proponiendo un seguimiento mas estrecho en los pacientes con melanomas con mayor densidad
tumoral dado su riesgo de muerte aumentado.
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Santiago-Lugo
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Que este Comité avaliou na sta reunion do dia 15/03/2016 o estudo:

Titulo: Alteraciones citogenéticas del melanoma cutaneo y su correlacion con las
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Promotor: José Manuel Suarez Pefiaranda

Tipo de estudo: Outros

Version: version 1.0 de julio de 2015

Cédigo de Rexistro: 2016/129
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ANEXO II. CLASIFICACION INTEGRADORA BASADA EN LA ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD (2018)

Modificado de Bastian ef al. (33)

Grado Via | Punto final Neoplasia Melanocitom | Melanocitom | Neoplasia Mutaciones
de de la via benigna as y displasia | asy malignas comunes
exposic de displasias de
ionala intermedio/ | intermedio/
RUV bajo grado alto grado
| Melanoma Nevos Displasia de Displasia de | Melanoma BRAFV600E o
de extension bajo grado alto de extension | NRAS
superficial / grado/melan | superficial/ TERT;
melanoma oma insitu Melanoma CDKN2A;
de bajo DSA de bajo DSA | TP53, PTEN
Nevos con Melanocitom | Melanoma BRAF o NRAS
inactivacion | a con BAP-1 en nevos con | + BAP1
de BAP-1 inactivado/M | inactivacion
ELTUMP de BAP-1
. Nevos Melanocitom | Melanoma BRAF; MAP2K
Baja penetrante | a penetrante | en nevos 1 0 NRAS +
€xposic profundo profundo/ME | penetrante CTNNB1 o
ion a la LTUMP profundo APC
RUV/DS
A Melanocitom | Melanoma BRAF;
a epitelioide | en PRKAR1A
pigmentado/ | melanocitom | , PRKCA
MELTUMP a epitelioide
pigmentado
Il Léntigo ? ? Léntigo Léntigo NRAS; BRAF (
maligno Proliferaci | Proliferacion | maligno maligno no-
melanoma/ on melanocitica melanoma V600E); KIT;
melanoma melanociti | intraepidérm o NF1
de alto DSA ca ica TERT: CDKN2A
intraepidér | atipica/displ - TP53; PTEN;
Alta mi'ce.l sin asia RAC1
exposic atipia
ionala | Il Melanoma ? ? Melanoma Melanoma NF1; ERBB2;
RUV/DS desmoplasic | Proliferaci | Proliferacion | insitu desmoplasic | MAP2K1; MA
A 0 on melanocitiva o) P3K1; BRAF:
melanociti | intraepidérm EGFR; MET
«a e TERT; NFKBIE;
intraepidér | atipica/displ NRAS: PIK3CA
mica sin asia ) PTPI\’I11
atipia ’
v Tumor de Nevo de Nevo de STUMP/MELT | Tumor de HRAS; ALK; R
Spitz Spitz Spitz atipico | UMP Spitz 0S1; RET; NT
maligno/mel (melanocito maligno/mel RK1; NTRK3;
anoma ma) anoma BRAF o MET
Baja o Spitzoide Spitzoide CDKN2A
nula
exposic |V Melanoma ? nevo IAMP/displas | Melanoma Melanoma KIT; NRAS; BR
ién ala acral acral ia insitu acral acral AF; HRAS; KRA
RUV/DS S; NTRK3; ALK
A ; 0 NF1
CDKN2A; TERT
; CCND1; GAB2
\ Melanoma ? melanosis | Melanosis Melanoma Melanoma KIT; NRAS; KR
mucoso atipica/ insitu de lentiginoso AS; o BRAF
displasia/ mucosas de mucosas NF1; CDKN2A;
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IAMPUS SF3B1; CCNDf1;
CDK4; MDM2

Vil Melanoma Nevo No6dulo sobre | Melanoma Melanoma NRAS; BRAFV6
sobre nevo congénito nevo insitu sobre sobre nevo 00E (lesiones
congénito congénito nevo congénito pequenas)

(melanocito | congénito o BRAF
ma)

VIl | Melanoma Nevo azul Nevo azul Nevo azul Melanoma GNAC; GNA11;
sobre nevo celular celular sobre nevo o CYSLTR2
azul (melanocito | atipico azul BAP1;EIF1AX

ma) ; SF3B1
IX Melanoma uveal

Abreviaturas. RUV: radiacion ultravioleta; DSA: dafo solar acumulado; STUMP: tumor Spitzoide de potencial
maligno incierto; MELTUMP: tumor melanocitico de potencial maligno incierto; IAMP: proliferacion
melanocitica intraepidérmica atipica; IAMPUS: proliferacion melanocitica intraepidérmica atipica de significado

incierto.

ANEXO III. CLASIFICACION TNM POR ESTADIOS DE LA 8* EDICION DEL AMERICAN JOINT
COMMITTEE ON CANCER

Modificado de Gershenwald et al. (52)

T Grosor Ulceracién

TX No aplica No aplica

TO No aplica No aplica

Tis No aplica No aplica

T1 <1 mm Desconocida o no especificada

T1a < 0,8 mm Sin ulceracion

T1b <0,8 mm Con ulceracion

T1b 0,8-1 mm Con o sin ulceracion

T2 >1-2 mm Desconocida o no especificada

T2a >1-2 mm Sin ulceracion

T2b >1-2 mm Con ulceracion

T3 > 2-4 mm Desconocida o no especificada

T3a > 2-4 mm Sin ulceracion

T3b > 2-4 mm Con ulceracion

T4 >4 mm Desconocida o no especificada

T4a > 4 mm Sin ulceracion

T4b >4 mm Con ulceracion

N Numero de ganglios linfaticos regionales Presencia de metastasis en

afectados por el tumor transito, satélitesy /o

microsatélites

Nx Ganglios linfaticos no determinados No

NO No se detectan metastasis regionales No
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N1 1 ganglio linfatico afectado o en transito,
satélites y/o microsatélites sin ganglios afectos
N1a 1 ganglio clinicamente oculto No
N1b 1 ganglio clinicamente detectado No
N1c No enfermedad regional linfatica Si
N2 2 o 3 ganglios o en transito, satélites y/o
microsatélites con 1 ganglio afectado
N2a 2 o 3 ganglios clinicamente ocultos No
N2b 2 o 3 ganglios afectados, por lo menos 1 de No
ellos detectado clinicamente
N2c 1 ganglio clinicamente oculto o clinicamente Si
detectado
N3 > 4 ganglios afectados o en transito, satélites o
microsatélites con >2 ganglios afectados, o
cualquier nimero de ganglios afectos en
mazacote, con o sin satélites o microsatélites
N3a > 4 ganglios clinicamente ocultos No
N3b >4 ganglios, al menos 1 de ellos clinicamente No
detectado, o presencia de cualquier niUmero de
ganglios en mazacote ganglionar
N3c >2 ganglios clinicamente ocultos o clinicamente | Si
detectados o/y presencia de mazacote
ganglionar
M Sitio anatomico de metastasis Nivel LDH
MO No metastasis a distancia No aplica
M1 Evidencia de metastasis a distancia
M1a Metastasis a distancia a piel, partes blandas M1a: no recogida o no especificada
incluido muUsculo, y/o afectacion linfatica no M1a (0): no elevada
regional M1a (1): elevada
M1b Metastasis a pulmoén con o sin metastasis M1a M1b: no recogida o no especificada
M1b (0): no elevada
M1b (1): elevada
M1c Metastasis visceral excluido el SNC con o sin M1c: no recogida o no especificada
metastasis M1a o M1b M1c (0): no elevada
M1c (1): elevada
m1d Metastasis a SNC con o sin metastasis M1a, M1b | M1d: no recogida o no especificada
o M1c M1d (0): normal
M1d (1): elevada
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ANEXO IV. GRUPOS DE ESTADIO PRONOSTICOS CLiNICOS (CTNM) DE LA 8* EDICION DEL
AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER

Modificado de Gershenwald et al. (52)

T N M Estadio clinico AJCC
Tis NO MO 0

T1a NO MO IA

T1b NO MO IB (IA*)
T2a NO MO IB

T2b NO MO IA
T3a NO MO IA
T3b NO MO 1B

T4a NO MO 1B
T4b NO MO Ic
Cualquier T, Tis > N1 MO Il
Cualquier T Cualquier N M1 v

Abreviaturas. AJCC: American Joint Committee on Cancer.

*Nota: En la estadificacion patologica tras la realizacion de una biopsia selectiva de
ganglio centinela si es negativa un T1b pasa a ser IA por el mejor prondstico, segun
la 8% ed. de la estadificacion del AJCC.

ANEXO V. GRUPOS DE ESTADIO PRONOSTICOS PATOLOGICOS (PTNM) DE LA 8* EDICION DEL
AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER

Modificado de Gershenwald et al. (52)

T N M Estadio patologico AJCC
Tis NO MO 0
T1a NO MO IA
T1b NO MO IA
T2a NO MO IB
T2b NO MO IA
T3a NO MO IA
T3b NO MO 1B
T4a NO MO 1B
T4b NO MO Ic
TO N1b, N1c MO 1B
TO N2b, N2c, N3b, o N3c | MO Inc
T1a/b-T2a N1a o N2a MO A
T1a/b-T2a N1b/c o N2b MO 1B
T2b/T3a N1a-N2b MO 1B
T1a-T3a N2c o N3a/b/c MO Inc
T3b/T4a Cualquier N =N1 MO lc
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T4b N1a-N2c MO lnc
T4b N3a/b/c MO 1D
Cualquier T, Tis | Cualquier N M1 v

Abreviaturas. AJCC: American Joint Committee on Cancer

ANEXO VI. TABLA RESUMEN SOBRE APROXIMACIONES AL VOLUMEN TUMORAL EN

MELANOMA

Autor y afo Medida para | Formula/método para su N° Valor prondstico y conclusiones

estimar calculo pacientes
volumen

Secinti et al. | Densidad de | Método descrito por Rashed 19 DB como factor prondstico

(90), 2021 Breslow et al. (87) independiente para SLE.

Saldanha et | Area tumoral | Formula: Altura x ancho de 1.239 Factor prondstico superior a IB tras

al. (89), calculada caja que incluya la totalidad regresion de Cox. Melanomas con la

2019 (ATC) del melanoma a partir del misma clasificacion T son muy
didmetro de las lentes del heterogéneos si se clasifican segun
objetivo del microscopio x el ATC, por lo que con su uso se
proporcion (porcentaje podria mejorar la precision
ocupado por células de pronostica.
melanoma) dividido entre
100. Se mide en mm?2.

Saldanha et Densidad de | En la misma zona de 1.329 Punto de corte de DB superior al 65

al. (88), Breslow medicion del IB se proyecta % para estratificar a los pacientes

2018 una ventana (limite de mas alto riesgo.
superior: membrana basal, DB predice SG; SEMy SLM y DB
limite inferior: célula mas explica mejor la SEM que IB solo.

Rashed et profunda de melanoma, 100 DB factor prondstico independiente

al. (87), ancho campo de aumento para la SG y SEM.

2017 10x) que se mueve Combinacién de IB y DB
lateralmente hasta permitiendo clasificar mejor los
encontrar la zona con mayor melanomas y discriminar con mayor
densidad celular. Se expresa precision la supervivencia a 5 afos.
en porcentaje.

Calculo de la “puntuacion
de Breslow”: IB xDB/100.

Walton et Volumen Formula: Longitud x ancho 108 Punto de corte de 250 mm? predice

al. (86), tumoral antes de la biopsia metastasis en el ganglio centinela.

2014 escisional/extirpacion x IB. IB supera al volumen tumoral como
Se mide en mm3. indicador pronéstico.

Voss et al. Volumen Formula: m/12 x diametroa | 122 Punto de corte > 140 mm3indica

(85), 2014 tumoral (semieje mayor de la elipse) peor pronostico. Melanomas con

logaritmico x diametro b (semieje volumen < 140 tuvieron mejor SLE
menor de la elipse) x grosor a 5 afos que los mas grandes (98
del tumor de Breslow. Se frente a 47 %; p < 0.0001).
mide en mm3. Melanomas con bajo IB pero alto
volumen tumoral tendran mayor
riesgo de recurrencia.

Mossbacher Volumen Estimacion estereoldgica. 32 Los melanomas gruesos (IB >4 mm)

et al. (84), nuclear que desarrollan metastasis

1996 medio presentan un mayor volumen

ponderado calculado mediante estereologia.

por volumen
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Bahmer et Volumen Método de Cavalieri: 34 Este método mostré buena
al. (83), tumoral determina el volumen de un correlacion con el IB. No estudian
1996 campo midiendo areas de valor pronostico.
diferentes cortes de espesor
definido.
Binder et al. | Volumen Estimacion estereologica. 32 Los melanomas finos (IB <0.76 mm)
(82), 1992 nuclear que no desarrollan metastasis
ponderado tuvieron un volumen nuclear medio
significativamente mas bajo.
Friedman et | Volumen Formula compleja que 35 200 mm3 punto de corte indicador
al. (81), tumoral incluye diferentes secciones de peor supervivencia a 5 afos
1991 tomadas de placas de (91.5 % frente a 16.7 % si volumen
distintos espesores. > 200 mm?3).
Serensen Volumen Diferentes formulas 47 Se demuestra su valor predictivo en
(80), 1989 nuclear matematicas para el calculo la evaluacion del pronostico en los
tridimension | del volumen nuclear medio, melanomas en estadio clinico | y II.
al fraccion de volumen nuclear
e indice nuclear.
Gebhart y Volumen Morfometria semiautomatica | 3 Este calculo no mejorod la precision
Knobler tumoral para el analisis volumétrico. pronostica proporcionada por otros
(79), 1984 métodos mas simples.

Abreviaturas. DB: densidad de Breslow; SLE: supervivencia libre de enfermedad, IB: indice de Breslow; ATC:
area tumoral calculada; SG: supervivencia global: SEM: supervivencia especifica de melanoma; SLM:

supervivencia libre de metastasis.
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LETTER

Volume tumor impact on melanoma
survival assessed using Breslow

density

To the Editor: Although Breslow thickness (BT) is the
most important prognostic factor in melanoma, few
studies'” have investigated the role of Breslow

Table I. Comparison of clinicopathologic features between the groups with Breslow density <65% and

Breslow density =65%

RESEARCH LETTER

density (BD), recently described as a novel morpho-

logic prognostic biomarker that allows tumor vol-
ume estimation. BD represents the percentage of

dermis occupied by invasive melanoma cells and is
quickly assessed in the same area where BT is
measured.’

Breslow density < 65% (n = 61)

Breslow density = 65% (n = 45)

Variable (or feature) n (%) Mean * SD n (%) Mean = SD P value
Age (years) 61 (57.5) 58.9 = 16.1 45 (42.4) 63.7 = 17.3 145
Sex .024
Men 18 (29.5) 23 (51.1)
Women 43 (70.5) 22 (48.9)
Tumor site 31
Head and neck 10 (16.4) 15 (33.3)
Trunk 23 (37.7) 14 (31.1)
Lower extremity 16 (26.2) 6(13.3)
Upper extremity 12 (19.7) 10 (22.2)
Stage <.001
1A 53 (86.9) 7 (15.6)
1B 7.{11:5) 9 (20)
I 0(0) 21 (46.7)
Il 1(1.6) 8(17.8)
Histologic subtype -
SSM 55 (90.2) 22 (48.9)
NM 1(1.6) 19 (42.2)
LMM 5 (8.2) 3(67)
Other 0(0) 122
BRAF status .067
Wild type 49 (80.3) 29 (64.4)
Mutated 12 (19.7) 16 (35.6)
Mitotic rate (mitoses/mm?) 05+ 0.7 45+ 55 <.001
Breslow thickness (mm) 0.7 £ 04 3.8 <.001
Ulceration <.001
Absent 61 (100) 30 (66.7)
Present 0 (0) 15 (33.3)
Months from diagnosis to death 61 (57.5) 62.1 + 14,1 45 (42.4) 50.7 + 20 002
Deceased .001
No 57 (64.8) 31 (35.2)
Yes 4(22.2) 14 (77.8)
Alive/cause of death .004
Alive/death from other causes 60 (61.9) 37 (38.1)
Death from melanoma 1(11.1) 8 (88.9)
Relapse <.001
No 60 (69) 27 (31)
Yes 1(5.6) 17 (94.4)
Distant disease .001
No 60 (63.2) 35 (36.8)
Yes 19.0) 10 (90.9)

BRAF, v-Raf murine sarcoma viral oncogene homelog B1; LMM, lentigo maligna melanoma; NM, nodular melanoma; SSM, superficial

spreading melanoma,
] Am Acap DEermATOL
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Table I1. Kaplan-Meier melanoma survival probabilities

ANEXOS

] Am Acap DErmATOL
m 2021

Interval (years) Survival rate Survival rate of group with BD <65% Survival rate of group with BD = 65% P value
Overall survival (%)

1 98.1 100 95.6

5 83.7 934 70.3

Mean (95% Cl) 73.6 (69.6-77.7) 78.8 (75.6-81.9) 65.1 (57.2-73) 001
Disease-free survival (%)

1 94.3 100 86.4

5 825 98.3 59.9

Mean (95% Cl) 71.2 (66.6-75.8) 81.3 (79.9-82.7) 56.3 (46.96-65.5) <.001
Melanoma-specific survival (%)

1 100 100 100

5 91.7 98.3 81.7

Mean (95% Cl) 785 (75.6-81.4) 81.3 (80-82.7) 72.5 (66-79) 001
Metastasis-free survival (%)

1 94.1 100 93

5 88.8 98.3 741

Mean (95% Cl) 754 (71.7-79.1) 81.3 (79.9-82.7) 66.4 (57.9-748) <001

BD, Breslow density.

We studied a cohort of 106 melanomas to evaluate
the prognostic significance of BD and its associations
with clinical and histopathologic features as well as
BRAF mutational status. BD was calculated as previ-
ously described,’ and the data were analyzed using
the Statistical Package for the Social Sciences soft-
ware, version 24.0 (SPSS).

Twenty-eight (26.4%) melanomas showed V600E
BRAF muration, whereas 78 (73.6%) were wild type.
The average BD was higher in patients with mutated
BRAF than in patients with wild-type BRAF (58.0% vs
40.5%, respectively; P =.032), and contrarily, lower
(<65%) BD was associated with sex (women 70.5%
vs men 29.5%; P = .0024) and earlier stages of
melanoma (IA-IB 98.4% vs II-1II 1.6%; P < .001).
The features of melanomas associated with
BD = 65%, compared with those of melanomas
associated with BD <65%, were higher BT (3.8 vs
0.7 mm, respectively; P < .001), mitotic rate (4.5 vs
0.5 mitoses/mm?, respectively; P < .001), and ulcer-
ation (100% vs 0%, respectively; P < .001). Patients
with BD = 65% had poorer survival rates than those
with BD <05% (50 vs 62 months, respectively;
P = .002). On an average, 17 months of life were
lost because of melanoma, and distant disease was
more common (90.9% of patients in BD >65% group
vs 9.1% of patients in BD <65% group; P = .001;
Table I). Additionally, this group showed worse
S-year survival rates than the group of patients with
BD «<65% (overall survival rate 70.3% vs 93.4%,
respectively, P = .001; disease-free survival rate
98.3% vs 59.9%, respectively, P < .001; melanoma-
specific survival rate 98.3% vs 81.7%, respectively,

P = .001; and metastasis-free survival rate 98.3% vs
74.1%, respectively, P <.001; Table II).

It is well known that BT, ulceration, and a high
mitotic rate are correlated with a poorer melanoma
outcome.” In the present study, melanomas with
BD <65% had, on an average, <1 mitosis/mm”
compared with >4 mitosis/mm?* when the BD was
=65%. Moreover, melanomas with BD = 65%
showed a mean BT of >3 mm and were commonly
ulcerated. These findings can contribute to justify
the presence of worse outcome for patients with
BD = 65%, who have a higher relapse rate and
shorter interval from diagnosis to death. The corre-
lation between BT and BD was demonstrated using
Spearman Rho (0.848, P < .001). Nevertheless, BD
still had a significant impact on the overall survival
rates, as demonstrated by a univariate study (hazard
ratio, 1.03: 95% CI, 1.01-1.05; P = .001). We
demonstrated that BRAF-mutated melanomas have
a greater tumoral density than those with wild-type
BRAF, which can help to explain why
BRAF-mutated melanomas are associated with a
poorer prognosis.”

In summary, our findings emphasize the prog-
nostic relevance of tumor volume and support the
use of BD as a complementary histopathologic
variable, being equated to other prognostic factors
not included in staging, such as mitotic rate, regres-
sion, or lymphoid infiltration. A BD of =65% has
proved to be a significant cutoff for worse melanoma
outcomes and suggests the potential benefit of closer
follow up in these patients, given their decreased
survival rate.
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Our study is limited by its small sample size and
retrospective design; so, more studies with larger
numbers of patients are needed for validation.
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El melanoma es el principal responsable de la mayoria de
muertes por cancer cutdneo. Estratificar correctamente a los
pacientes segun el riesgo de desarrollo de metdstasis y su
probabilidad de mortalidad es de vital importancia, de ahi que
la identificacion de nuevos factores pronéstico sea motivo de
estudio constante. Se propone la estandarizacion del

analisis de la Densidad de Breslow, parametro que permite
estimar el volumen tumoral. Dado su caracter bidimensional

es probable que refleje mejor la carga tumoral y pueda
colaborar en la prediccién del comportamiento de un melanoma.
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