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Densidad de Breslow, area tumoral calculada y anchura invasiva. Nueva variable
pronostica en el melanoma
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RESUMEN

Los biomarcadores prondsticos histomorfolégicos que pueden ser medidos usando soélo una tincion de
hematoxilina y eosina son muy atractivos porque son sencillos y baratos. El espesor de Breslow o indice de
Breslow es la piedra angular de la estadificacion del melanoma maligno, es uno de los factores pronésticos
mas importantes para los pacientes con un melanoma cutaneo y la base de la clasificacién TNM del Comité
Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC). Aunque recientemente se han desarrollado ensayos
moleculares para establecer el pronéstico del melanoma, su alto coste limita su utilizacion. Esta revision
proporciona un amplio resumen para dar a conocer la precisién y el valor pronéstico de nuevas variables
predictivas, baratas y facil de medir en el melanoma como la densidad de Bres/ow, area tumoral calculada,
puntuacién de carga especifica y la anchura invasiva, recientemente estudiadas; complementarias al Indice
de Breslow, que tienen la peculiaridad de potenciar el pronodstico y la estadificacion del melanoma maligno.

Palabras clave: melanoma; Breslow; variables prondstica.

ABSTRACT

Histomorphologic prognostic biomarkers that can be measured using only an hematoxylin and eosin stain
are very attractive because they are simple and cheap. Breslow thickness or Breslow index (BI) is the
cornerstone of staging of malignant melanoma, one of the most important prognostic factors for patients
with cutaneous melanoma and the basis of the American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM
classification. Although molecular assays have recently been developed to establish melanoma prognosis,
their high cost limits their use. This review provides a comprehensive summary to provide insight into the
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accuracy and prognostic value of new, inexpensive and easy to measure predictive variables in melanoma
with the Breslow Density (BD), Calculated Tumor Area (CTA), Targeted Burden Score (TBS) and Invasive
Breadth, recently studied, complementary to IB and which have the peculiarity of enhancing prognosis and
staging of malignant melanoma.

Key words: melanoma; Breslow; prognostic variables.

Introduccion

El Melanoma Maligno Cutaneo (MMC) representa entre el 2-4 % de los tumores malignos de piel,
sin embargo, es el responsable de hasta el 80 % de las muertes por esta causa.” El MMC es una
enfermedad neoplasica derivada de los melanocitos epidérmicos, son células que durante el
desarrollo embrionario migraron desde la cresta neural hasta diversos tejidos de origen
ectodérmico, donde producen la melanina. Esta neoplasia se genera en los melanocitos de la capa
basal de la epidermis desde donde se extiende a las capas mas superficiales y a la dermis e
hipodermis en profundidad.?

En cuanto a Cuba, Osorio Garcia y cols.?, en 2008, publicaron que anualmente se diagnostican un
promedio de 130 casos nuevos de MMC, que situa al pais entre los de baja incidencia en este
sentido. Mas recientemente, de acuerdo a lo reportado en el anuario estadistico® de 2019, Yamila
Oro-Pozo y col#, en 2020, en Cuba se reportaron 491 defunciones por algun tipo de cancer de
piel.

El MMC es un cancer de piel con un mal pronostico cuando la enfermedad esta avanzada, por lo
que es importante estratificar con precision el riesgo de progresion de los pacientes con
melanoma primario.’El estandar de oro para la estratificacion del riesgo, hasta enero de 2018, ha
sido el sistema de estadificacidon de/ American Joint Committee on Cancer (AJCC)®, version 8. La
estadificacion sigue evolucionando, reflejando el hecho de que el sistema TNM no predice a la
perfeccion el resultado de los individuos. Por lo tanto, la busqueda de nuevos biomarcadores de
pronostico es primordial. Se espera que los biomarcadores de prondstico surjan de la revolucion
en nuestra comprension de la patologia molecular del melanoma, pero puede haber
biomarcadores de prondstico morfolégico simples, baratos y rapidos escondidos a la vista en las
mismas secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) utilizadas para diagnosticar el
melanoma.>8

La categoria T se determina por el espesor de Breslow, la ulceracion y la microsatelitosis. Ademas,
se considera que caracteristicas como los linfocitos que infiltran el tumor, la regresién, el indice
mitdtico, la fase de crecimiento, la invasion perineural y la invasion linfovascular tienen valor
prondstico, pero no se utilizan para la estadificacion, siendo el grosor de Bres/owla piedra angular
desde su documentacion en 1970 y su posterior validacion.’
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Enfoque histérico

En 1970, el patdlogo Alexander Breslow en la Universidad George Washington, fue el primero que
hablé de la invasidon como un factor para el pronostico del MMC.°Bres/ow, en su articulo original,
buscaba una medida del volumen invasivo, pero descubrié que el grosor era el mejor predictor.™

En reconocimiento a su contribucion, la profundidad de la invasion del MMC es conocida por la
profundidad del epénimo de Breslow. Estudios posteriores confirmaron y refinaron el papel de la
profundidad de la invasién en el prondstico del Melanoma. En la actualidad, el indice de Breslow
(IB) cuyo valor se mide en milimetros, se estratifica en 5 categorias: <0.8mm, 0.8 - 1.0 mm, 1.01 -
2.0 mm, 2.01 - 4.0 mm, y > 4.0 mm. Junto con la ulceracién, ambos son los factores prondsticos
independientes mas importantes en el MMC no metastasico.’

El maximo espesor tumoral debe ser medido con un micrometro ocular calibrado, se debe medir
desde el limite superior de la capa granulosa (o del estrato espinoso en ausencia de capa
granulosa) hasta el punto mas profundo del tumor, si el tumor estuviera ulcerado se debe
comenzar a medir desde la base de la Ulcera.'’La medicion se debe redondear a las décimas de
milimetros, lo méas cercano a 0,imm y no a 0,01mm, como serecomendaba en anteriores versiones.
De esta forma, para melanomas con un grosor entre 0,75-0,84 mm se debe redondear a 0,8mm e
informados como T1b. Por ejemplo, grosores de entre 1,01 y 1,04mm deben ser informados como
1,0mm.>™

El espesor de Breslow puede presentar dificultad a la hora de medir la presencia de un nevus
preexistente o variantes como melanomas nevoides por la apariencia de maduracion de estas
células en la dermis. Puede ser también dificil de valorar en presencia de extension perianexial,
cuando se disponen en torno a foliculos pilosos, puede ser compleja. Otro problema es la medicion
del Breslow en piel acral, en donde puede existir una gran hiperplasia epidérmica acompafiante y
otro problema adicional son los melanomas de morfologia «verrucosa» o «papilomatosa», en los
que el espesor de Breslow varia enormemente de las papilas a los valles."

El' IB no es sumatorio: el espesor de un melanoma que alcanza el borde de la biopsia no se puede
sumar al espesor evidenciado en la biopsia de ampliacion de margenes.'’

Teniendo en cuenta los elementos anteriormente expuestos, nos enfocamos en revisar los nuevos
hallazgos reportados en la literatura sobre nuevos Indicadores morfométricos que permiten
potenciar el pronostico y estadificaciéon del MMC.
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Desarrollo

El espesor de Bres/low se mide en una dimensién, pero la seccion del tejido tiene dos dimensiones,
un hecho que intentaron explotar Rashed, Saldanhay col.", (2017). Estos autores idearon una
caracteristica llamada densidad de Bres/low (DB) que, en combinacién con el espesor de Breslow,
cred una caracteristica compuesta llamada puntuacion de carga especifica (TBS de acuerdo a sus
siglas en inglés). Posteriormente, este mismo grupo, concibidé una nueva caracteristica, el area
tumoral calculada (ATC),"? que proporciona un area en milimetros cuadrados de células de
melanoma invasivas en la misma seccién microscépica utilizada para medir el Indice de Bres/ow1B
(Figura 1) El &rea tumoral calculada (ATC) se diseié para que fuera rapida y sencilla, de modo que
cualquier patdlogo pudiera medirla prospectivamente durante la practica rutinaria.'?

Fig.1. Representacion esquematica del indice de Breslow, area tumoral calculada y densidad de Breslow en
el melanoma. A) indice de Breslow (IB) (mm). B) Area tumoral calculada (ATC).C) Densidad de Bres/ow (DB).
Adaptado de Bosch-Amate X., y col.’?, 2020.

En la zona de medicién del IB se proyecta una caja que incluya la totalidad del melanoma invasor
y se estima el porcentaje ocupado por células invasoras. Luego se mide la altura y el ancho de la
caja en mm a partir del diametro de las lentes del objetivo del microscopio. Se calcula el ATC
mediante la férmula: altura x ancho x proporcion. Por ejemplo, si el objetivo mide 5 mmy la caja
(como en la figura1B) mide 3 objetivos de alto y 4 objetivos de ancho, y la proporcion del area
ocupada por células tumorales es del 20%, el ATC seria: 15 x 20 x 20/100 = 60 mm?. Densidad de
Breslow, con el aumento x10 se proyecta una ventana en la zona de medicién del IB; limite inferior:
célula de melanoma mas profunda, limite superior: membrana basal, y ancho dado por el campo
de aumento x10; mover horizontalmente la ventana hasta encontrar el area de mayor densidad
del melanoma dérmico sin perder la célula mas profunda; calcular el porcentaje del estroma
dérmico ocupado por células de melanoma con una precision del 5% (en puntuaciones < 5% o >
95% calcular el area con una precision del 1%).
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Densidad de BRESLOW (DB)

Recientemente Saldanhay cols.#192017,2018), describieron una caracteristica de este tipo que
denominaron densidad de Bres/low (DB), la cual puede medirse en segundos en la seccion de H&E
utilizada para el diagnéstico y que practicamente no tiene un coste adicional. La DB es una
estimacién del porcentaje de la dermis ocupado por las células del melanoma en la posicién en la
que se mide el grosor de Breslow, con la premisa de que, de 2 melanomas equivalentes desde el
punto de vista del prondstico, el que tenga la mayor DB tendra un peor resultado.?

Dado que la DB es tan sencilla de medir por un patélogo y no requiere ningin equipo especial
adicional, es particularmente susceptible de ser adoptada en la practica clinica.> 8

Saldanhay cols.® (2018), demostraron que la medicion de la DB es exacta y precisa, y que conserva
su valor pronostico independiente, incluso cuando se ajusta por covariables prondstica bien
reconocidas. La DB explica la supervivencia especifica del melanoma (MSS) mejor que el espesor
de Breslow por si solo.

EI'IB y la DB se utilizan mejor juntas y existen dos maneras de hacerlo. En primer lugar, demostraron
que la DB podria ser una forma novedosa de elevar el estadio T de "a" a "b".2 En segundo lugar,
mostraron que la DB y el IB pueden combinarse en una puntuacion y que ésta puede utilizarse
como complemento de la AJCC8.8 A esta puntuacion se le llamé puntuacién de la carga objetivo
(TBS, por sus siglas en inglés).

La variable compuesta se calculé como TBS = BTxBD/100.

Donde, BT es el espesor de Breslow, de acuerdo a sus siglas en inglés y BD es la densidad de
Breslow de acuerdo a sus siglas en inglés. La divisiéon por 100 fue simplemente para reducir la
escala de la DB de 1-99 a 0,01-0,99, de modo que sus valores fueran mas cercanos en magnitud a
los valores tipicos del IB® (Figura.2).

Fig. 2. Ilustracion de la ventana de la DB. La DB fue el porcentaje estimado de dermis disponible dentro de
una ventana especifica (lineas marrones) ocupada por células de melanoma invasivo (circulos azules).
Adaptado de Saldanha, G., y col 8, 2018.
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La ventana de la DB era un rectangulo tosco, imaginado, con un ancho aproximado de 2 mm y
una altura que se extendia hasta la célula de melanoma invasivo mas profunda (circulo amarillo
en la Figura. 2). La ventana se ajusté lateralmente para maximizar la DB, con la condicion de que
la misma siempre tuviera que contener la célula de melanoma mas profunda. La parte superior de
la ventana seguia la base de la epidermis, pasando por debajo de los nidos de unién. La parte
inferior de la ventana reprodujo las principales ondulaciones de la superficie, como se ilustra en la
Fig. 2, pero se ignoraron las ondulaciones menores. Las principales estructuras que atraviesan la
dermis, como los foliculos pilosos, no se consideraron parte de la dermis disponible. En muchos
microscopios, el objetivo x10 tiene un diametro de ~2 mm y esto fue util para definir los bordes
laterales de la ventana. Una vez que se construyé mentalmente la ventana, se estimé la DB al 5%
mas cercano, excepto por debajo del 5% y por encima del 95%, donde se utilizd el 1% mas
cercano.®

El IB es una medida cuantitativa unidimensional, mientras que la DB es una medida
semicuantitativa bidimensional que complementa al IB.>

Area tumoral calculada (ATC)

Se ha sugerido que el volumen tumoral podria ser un factor prondstico mas importante que el IB.
Recientemente, Saldanhay cols.’(2019), han publicado y analizado la utilidad del area tumoral
calculado (ATC) como marcador pronostico. El ATC es una medida bidimensional que evalla el
area ocupada por el melanoma en la zona de maxima invasién donde se mide el IB.”

Biomarcadores y puntuacion del ATC

El area tumoral calculada representa un area transversal estimada (en milimetros cuadrados) de
células de melanoma invasivas en una seccion transversal que contiene toda la amplitud del tumor
medida en la misma seccion utilizada para determinar el grosor de Bres/ow. Normalmente, la
anchura de la lesion estaba presente en una sola seccidn transversal. Cuando la seccién transversal
requeria la division en multiples piezas para encajar en un bloque de tejido, se utilizaron los casos
en los que el calculo del ATC podia reconstruirse a partir de las piezas separadas. Si habia células
de melanoma invasivas en el margen quirurgico periférico, no se podia calcular el ATC, excepto
cuando una biopsia parcial y la posterior reseccidn completa permitian la medicién del ATC a partir
de ambas muestras.” La medicién del ATC supuso la creacion de una caja virtual de tamafo
arbitrario que contenia todas las células de melanoma invasivas en la seccién (Figura.3).La
dimension de la caja se estim6 a partir de los didmetros de las lentes de los objetivos del
microscopio o de fracciones de los mismos, sin tener en cuenta si la caja se extendia mas alla de
los limites de la seccién de tejido. Se estimé la proporcion de toda la caja virtual (no sélo la dermis)
ocupada por las células de melanoma invasivas, y el valor del ATC se calculé a partir de la altura
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de la caja x la anchura de la caja x la proporcion dividida por 100, lo que arrojé una estimacion
en milimetros cuadrados (mm?).”

Encuentre a seccion con la celula de melanoma Visualice un cuadro del ATC para incluir todas las células de
mas profunda y que incluya la amplitud total del melanoma invasivas. Estimar el porcentaje de la totalidad de Ia
tumor cajit (es decir, no s6lo Ia dermis) ocupada por células invasoras,

Calcule la estimacion de invasion dirigida con la formula del
ATC : Ancho x Alto x Proporcion (p. ej., si la lente del objetivo
tiene 5 mun de diametro y el cuadro del ATC nene 4 objetivos de
ancho y 2 de alto con un porcentaje del 20 %, entonces el ATC es
20 x 10 x 20/100 = 40 mm?®) toda la caja (es decir. po solo la
dermis) ocupada por celulas invasoras,

Ejemplo estilizado de puntuacion del ATC de melanoma, La
caja se extiende mas alla de los limites de la seccion de tejido.
Las lincas discontinnas grises muestran ¢l cnadro det ATC y los
Estimar el tamafio en milimetros de la caja del ATC circulos discontinuos grises muestran los campos de lentes del
utilizando diametros de lentes objetivo objetivo. utilizados para la medicion del cuadro.

Fig. 3. Método de puntuacion del area tumoral calculada (ATC). Adaptado de Saldanha, G,y col.’, 2019.

Es dificil romper el paradigma que representa el IB; sin embargo, resulta légico que medidas
bidimensionales puedan reflejar mejor la carga tumoral y su potencial metastasico.’

Anchura invasiva

La anchura invasiva histologica es factible de medir. Después de recibir un melanoma primario en
el laboratorio de patologia, la lesién se corta en serie, perpendicularmente a la epidermis, y cada
una de ellas se procesa para su evaluacion histoldgica, a menos que la lesidon sea especialmente
grande. Asi, la anchura del melanoma invasivo en cualquier seccion transversal podria medirse tan
facilmente como el IB.”® Por el contrario, las secciones transversales seriadas dificultarian una
medicion microscopica en el eje longitudinal. Se han investigado las dimensiones clinicas y
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macroscdpicas en cuanto a su valor prondstico, pero éstas son solo estimaciones aproximadas de
una verdadera medicion microscépica.™

Saldanha 'y cols.’3(2020), definieron la anchura invasiva como la distancia entre las 2 células de
melanoma mas periféricas en una seccion transversal identificada microscépicamente y medida
con una precision de 0,1 mm. Para minimizar la variabilidad inter observador, se midié siempre en
la misma seccién que la utilizada para el IB. La medicién se realizdé a lo largo de un plano
aproximadamente paralelo a la epidermis y perpendicular al IB, aunque las ondulaciones de la
superficie a veces hacian que esto fuera sélo aproximadamente cierto. Cuando sé6lo habia un tnico
foco de células escasamente invasivas, se establecio arbitrariamente un limite de anchura inferior
de 0,1 mm."™ El principio de la técnica se muestra en la Figura 4. El area del tumor se midi6
mediante el método del ATC, tal y como se ha descrito; en resumen, se visualizd una caja que
contenia todas las células invasivas del melanoma en el mismo portaobjetos en el que se midi6 el
IB, se estimé la proporcién de la caja ocupada por las células invasivas y el ATC en mm? fue la
altura (mm) x anchura (mm) x proporcién.’ La anchura invasiva se definié como la distancia entre
las 2 células de melanoma invasivas mas periféricas en la misma seccién transversal que se utilizé
para medir el IB y se midié con una precision de 0,1 mm, y un valor minimo de 0,1 mm. La medicién
se realizd en un plano aproximadamente paralelo a la epidermis y perpendicular al de la medicién
del IB. La anchura se indica mediante una linea negra con flechas dobles. La escala de 1 mm se
indica con una linea negra.
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Fig. 4. A, Método de medicion de la anchura del melanoma invasivo. Anchura invasiva en un melanoma
grueso (B) y fino (C). Adaptado de Sa/danha, G., y col.®, 2020.
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El concepto de utilizar tanto el IB como la anchura invasiva en ejes perpendiculares para captar
diferentes dimensiones de la carga tumoral parece ser una forma plausible de mejorar el IB y
podria ser muy aceptable para los histopatologos, ya que tanto el IB como la anchura invasiva sélo
necesitan una seccion tefliida con H&E.

Conclusiones

La literatura médica se centra en los biomarcadores moleculares de alta tecnologia que suelen
generar costos y pueden tener barreras técnicas para la adopcion clinica generalizada. Puede ser
que estas caracteristicas de “tecnologia simple y barata”, que se puede medir usando solo un
portaobjetos tefiido con hematoxilina y eosina en cuestién de segundos y que podria ser
empleada por cualquier histopatdlogo en el mundo mafana, resulte ser el mas inteligente camino
hacia el perfeccionamiento de la predicciéon del resultado del melanoma.

La DB explica la supervivencia especifica del melanoma (MSS) mejor que el espesor de Breslow
por si solo, pero el IB y la DB se utilizan mejor juntas, ambas pueden combinarse en una puntuacién
y que ésta puede utilizarse como complemento de la AJCCS.

El ATC es practica porque es rapida de medir (tipicamente <1minuto) y sélo requiere la misma
tincion H&E utilizada para el diagnéstico, lo que la hace simple y barata. En particular, aunque se
estdn buscando activamente nuevos biomarcadores moleculares, los biomarcadores
microscopicos basados puramente en H&E siguen siendo poco investigados y, sin embargo,
representan una rica linea de investigacion.

Se describe ademas el ancho invasivo como un nuevo rasgo histolégico del melanoma y se
sugiere, que podria convertirse en una nueva caracteristica prondstica. Adicionalmente, el ancho
invasivo es complementario al IB como caracteristica prondstica y es igual de simple, rapido y
econdémico de medir.

Como corolario final debemos remarcar que todas las nuevas caracteristicas pronosticas, revisadas
en el presente trabajo son faciles y simples de medir en los laboratorios de patologia de nuestros
hospitales, sin adicionar coste adicional, pero con la peculiaridad de mejorar de manera notable
el prondstico y estadificacion del melanoma maligno.
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