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Abreviaciones

MM
CBC
CEC
Fig.
CCNM

MRC
IC
ocT
MM
UDE
LM
LMM
MCFEV
ADN
H&E
FP
FN
NNE

Melanoma maligno

Carcinoma basocelular

Carcinoma escamoso cutaneo o espinocelular
Figura

Cancer cutaneo no melanoma

Milimetro

Microscopia de reflectancia confocal

Intervalo de confianza

Tomografia éptica coherente

Micrémetro o micra

Unién dermo-epidérmica

Lentigo maligno

Lentigo maligno melanoma

Microscopia confocal de fluorescencia ex vivo
Acido desoxirribonucleico

Hematoxilina & Eosina

Falso positivo

Falso negativo

Numero necesario para extirpar
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Resumen

La microscopia de reflectancia confocal (MRC) es una técnica de imagen no invasiva que
utiliza una luz laser y el principio de confocalidad para el estudio in vivo (0 ex vivo) de

tejidos humanos con una resolucién comparable al microscopio 6ptico.

La MRC se ofrece como una técnica complementaria a la dermatoscopia y a la
histopatologia con el fin de aumentar la precision diagndstica de las lesiones cutaneas,
especialmente en el campo del cancer cutaneo (melanoma maligno y en menor medida,
cancer cutdneo no melanoma). Si bien no puede sustituir a la histologia, la MRC in vivo
ofrece la ventaja de no requerir la exéresis de tejidos, a la vez que ofrece un diagndstico

inmediato sin procesamiento de muestras en laboratorio.

Esta tesis doctoral se centra en 3 situaciones clinicas especificas que plantean

importantes problemas diagndsticos en la practica dermatoldgica habitual:

1. Maculas pigmentadas faciales en piel fotodafiada
2. Lesiones planas rosadas en extremidades inferiores

3. Maculas pigmentadas en mucosa oral (concretamente en los labios)

Los estudios incluidos en esta tesis doctoral tienen como objetivo valorar la utilidad de la
MRC en estos escenarios concretos, estableciendo una correlacién entre los parametros
de dermatoscopia y MRC in vivo con los hallazgos histopatolégicos subyacentes, con el

fin de aumentar la sensibilidad y especificidad diagndstica en tiempo real.
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Summary

Reflectance confocal microscopy (RCM) is a non-invasive imaging laser-based technique
that uses the principle of confocality for the in vivo (or ex vivo) study of human tissues with

a resolution comparable to the optical microscope.

RCM represents a complementary diagnostic technique to dermoscopy and
histopathology for skin lesions, especially in the study of premalignant and malignant skin
neoplasms. RCM is a non-invasive technique that offers the advantage of avoiding tissue

excision, allowing an immediate diagnosis without laboratory sample processing.

This doctoral thesis is focused on 3 specific clinical settings that may represent true

diagnostic challenges in the routine dermatological practice:

1. Pigmented facial macules on photodamaged skin
2. Pink flat skin lesions on the legs
3. Pigmented macular lesions in the oral mucosa (specifically lip lesions)

The aim of our studies was to establish a correlation between dermoscopic and in vivo
RCM parameters with the underlying histopathological findings in order to enhance the

sensitivity and specificity in the diagnosis of skin cancer in real time.
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Introduccién

1. Bl cancer cutaneo en la actualidad

Dentro del concepto genérico de cancer cutdaneo se incluyen diferentes tipos de
neoplasias malignas cutaneas. Los principales tipos de cancer cutaneo son el melanoma
maligno (MM), el carcinoma basocelular (CBC) y el carcinoma escamoso cutaneo (CEC)
que representan mas del 95% de las neoplasias malignas cutaneas (Fig. 1). El CBC es el
cancer cutaneo mas frecuente, seguido por el CEC (ambos incluidos dentro del término
“cancer cutaneo no melanoma (CCNM)”), y del MM. Otros tipos de cancer cutaneo menos
frecuentes son los linfomas cutaneos primarios, el carcinoma de células de Merkel, el

dermatofibrosarcoma protuberans y distintos tumores anexiales malignos.

Fig. 1. Principales neoplasias malignas cutaneas. A y B/ Carcinoma basocelular (CBC) Imagen clinica y
dermatoscoépica. C y D/ Carcinoma escamoso cutaneo (CEC) Imagen clinica y dermatoscopica. E y F/
Melanoma maligno (MM). Imagen clinica y dermatoscopica.
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En las ultimas décadas se ha objetivado un importante y progresivo aumento en la
incidencia del cancer cutaneo (tanto de CCNM como de MM), representando en la
actualidad un verdadero problema de salud publica.(1-9) Este aumento podria explicarse
por el aumento de longevidad de la poblacion, la generalizacion de los habitos
recreacionales vinculados a la exposicidon solar, la deplecion de la capa de ozono y en
algunos casos como consecuencia de enfermedades genéticas o situaciones de

inmunosupresion persistente.(8,10,11)
1.1. Cancer cutaneo no melanoma (CCNM)

El CCNM representa el cancer cutaneo mas frecuente en humanos e incluye el CBC vy el
CEC. La incidencia de CCNM en caucasicos es mayor que la de MM (hasta 18-20
veces).(8) En las ultimas décadas, se ha objetivado un importante aumento en la
incidencia de CCNM, en gran parte como consecuencia del aumento en la esperanza de
vida y la exposicion solar, y también como resultado de un aumento global del nivel
sanitario que conduce a una mejora en su deteccion. La incidencia exacta de CCNM en
nuestro medio es desconocida, al no incluirse habitualmente dentro de los distintos
registros poblacionales de cancer. EI CCNM genera grandes costes para los sistemas
sanitarios y una gran morbilidad a los pacientes debido a su predileccién por
desarrollarse en zonas fotoexpuestas (cabeza y cuello). En el afio 2012 unos 3.3 millones
de personas fueron tratadas de CCNM en los Estados Unidos, registrandose unos 5.4
millones de casos de CCNM al ano, de los cuales un 80% correspondian a carcinomas
basocelulares.(2) En otro estudio, se observdé que el numero medio de adultos tratados
por cancer cutaneo al afio en EEUU fue de unos 5 millones, con un coste medio de 8.1

billones de ddlares cada afio.(12)

Los principales factores de riesgo de CCNM son la exposicién solar crénica (ocupacional
o recreacional), las alteraciones genéticas o predisposicidén genética para el desarrollo de
estas neoplasias, la exposicion a radiaciones ionizantes o a productos quimicos
carcinogénicos como el arsénico, la inmunosupresion cronica y, en algunos casos, la

infeccion por el virus del papiloma humano.(13—-15)

El CBC es un tumor epitelial con diferenciacién basaloide (similar a las células basales de
la epidermis) derivado de las células madre pluripotenciales de los foliculos pilosos y la
epidermis interfolicular. Se trata del tumor maligno mas frecuente en el hombre y tiene un

prondstico excelente, sin tendencia a desarrollar metastasis a distancia, pero con un
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Introduccién

comportamiento potencialmente agresivo local, pudiendo generar una morbilidad

significativa por progresion y destruccion local.(16)

El CEC es el segundo cancer cutaneo mas frecuente. Es un tumor derivado de los
queratinocitos de la epidermis. Su prondstico suele ser bueno, con una tasa de
mortalidad del 1%(17), aunque existe un subgrupo de alto riesgo que puede presentar
recurrencias locales, metastasis regionales (cutaneas o ganglionares) y/o a distancia. Los
factores prondsticos en el CEC son una situacion de inmunosupresiéon persistente, el
tamafio y grosor tumoral, la observacién histolégica de invasion perineural y/o 6sea y el

grado de diferenciacién histolégico.(18,19)

1.2. Melanoma maligno

El MM es el tumor maligno que deriva de los melanocitos. Los melanocitos son las
células responsables de la sintesis de melanina, una proteina responsable de la
proteccién frente a la radiacion ultravioleta. La presencia de tumores melanocitarios
benignos (nevos melanociticos congénitos o adquiridos) es un fendbmeno universal en la
poblacion, sin trascendencia aparente, aunque de forma excepcional dichas lesiones
pueden ser precursoras de un melanoma maligno. EI MM afecta principalmente a la piel
(90%), pero puede también desarrollarse de forma menos frecuente en las mucosas,
estructuras oculares y en el sistema nervioso central (leptomeninges). EI MM cutaneo
puede aparecer sobre una piel normal (melanoma “de novo”) o sobre una lesion

melanocitaria preexistente (melanoma “sobre nevus”).

Pese a no ser la mas frecuente de las neoplasias malignas cutaneas (representa menos
del 5%), es con diferencia el tumor que causa el mayor numero de muertes relacionadas
con el cancer cutaneo en todo el mundo (75-80%) y aproximadamente del 1-2% de todas
las muertes por cancer.(20) Las células de MM tienen una alta capacidad de producir
enfermedad invasiva, incluso a partir de tumores de volumen muy reducido.(21) Una vez
diseminado es un tumor muy resistente a los tratamientos convencionales, con un
pronéstico infausto y supervivencias del 15.7% a los 5 afios (en estadio 1V).(22) A pesar
de que en los ultimos afos han aparecido nuevos tratamientos diana oncogénicos e
inmunolégicos que mejoran la supervivencia del MM avanzado y metastasico, sigue
siendo un problema importante de salud publica.(23,24) Se ha estimado que cada muerte

por MM implica una pérdida de 15 a 20 afios de vida productiva y que los costes
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indirectos anuales en Estados Unidos atribuibles al melanoma oscilan entre los 39

millones de délares por morbilidad y los 3.300 millones por mortalidad prematura.(25,26)

Los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de un MM son la historia
familiar o personal de MM vy la presencia de un elevado numero de nevus melanociticos
adquiridos o =5 nevus melanociticos clinicamente atipicos.(20,27-29) Otros factores de
riesgo son la presencia de efélides y lentigos solares, la exposicién solar excesiva
durante la vida (intermitente o crénica), las quemaduras solares frecuentes, el uso de
cabinas de bronceado, vivir en latitudes ecuatoriales, una situacién de inmunosupresion
cronica o un fenotipo claro (tez clara, pelirrojos, incapacidad para broncearse, tendencia a

las quemaduras solares).(20)
Existen diferentes tipos de MM:

- Melanoma cutaneo (91% de todos los melanomas)(30):

o Melanoma de extension superficial: representa el 60% de casos en nuestro
medio, aparece principalmente en tronco y extremidades, debuta en
edades mas jovenes y se asocia a la exposicion solar intermitente y a la
presencia de nevus melanociticos.

o Melanoma nodular: 3-4% de casos. Tasa de crecimiento rapido. No
presenta fase de crecimiento radial, sino Unicamente vertical desde su
aparicion, lo que implica un peor pronéstico, ya que suele presentar mayor
indice de Breslow y mayor tasa de muerte por melanoma metastasico. En
ocasiones puede llegar a ser polipoide y/o amelandtico adquiriendo un
aspecto de lesion benigna.

o Lentigo maligno melanoma: aparece en areas de marcado dafio actinico,
en edades mas avanzadas y es independiente de la presencia de nevus
melanociticos. Representa aproximadamente el 5-10% de casos de MM
cutaneo.

o Melanoma lentiginoso acral: representa el 8-10% de los melanomas en
caucasicos. Como su nombre indica aparece tipicamente en zonas acras,
como son las plantas de los pies y los dedos. No tiene relacion con la
exposicion solar. En este grupo se incluye también la variante subungueal
del melanoma (2% de todos los melanomas cutaneos).

o Oftras variantes (menos del 5% de casos) mas raras de melanoma

cutaneo: melanoma desmoplasico, melanoma spitzoide, melanoma
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amelandtico, melanoma sobre nevus congénito o melanoma tipo nevus

azul.
- Melanoma de mucosas (oral y genital): 1.3% de todos los melanomas. Sin
relacion con la exposicion solar. Aunque distinto clinicamente, comparte rasgos

gendmicos con el melanoma lentiginoso acral. Tiene un comportamiento agresivo.

- Melanoma ocular: uveal (iris, coroides o cuerpo ciliar) y conjuntival:
aproximadamente el 5% de todos los melanomas, de curso agresivo y sin relacion

con la exposicion solar.

- Melanoma de primario desconocido: hasta un 2.2% de los casos de MM.

De forma similar al CCNM, la incidencia del MM ha aumentado en las ultimas décadas en
la poblacién caucasica de todo el mundo.(31) Las poblaciones blancas de Australia y
Nueva Zelanda tienen las tasas de incidencia de MM mas altas (alrededor de 60 casos
por 100.000 personas-afo), seguidas por las de Norte América y Norte de Europa. En
Europa, las tasas de incidencia y mortalidad del MM ajustadas por edad en 2018 fueron
de 158 y 3.2 por 100.000 en varones y 14.6 y 1.9 por 100.000 en mujeres,

respectivamente.(32)

Los valores de incidencia europeos mas elevados pertenecen a los paises nordicos y
occidentales (poblaciones de piel clara) y los mas bajos a los paises del Sur de
Europa.(31) Espana tiene una de las tasas de incidencia (8,82 por 100.000 personas-

afo) y mortalidad mas bajas de toda Europa.(33)

En las ultimas décadas del siglo XX se observé en Espafia un aumento de la tasa de
mortalidad, si bien en los ultimos 20 afos se ha objetivado una reduccion en las cohortes
de jévenes de ambos sexos y en hombres de edad media, habiéndose estabilizado en
mujeres de edad media. Por otro lado, la mortalidad en individuos de edades = 65 afios
ha seguido en aumento.(34) Esto podria explicarse porque la incidencia de MM ha
aumentado especialmente en gente mayor (35) y a que los MMs en edad avanzada

suelen ser de mayor grosor tumoral que en individuos jovenes.(36)

En Cataluna, la incidencia de MM ha aumentado considerablemente en la ultima década
tanto en hombres como en mujeres (35) y parece bastante probable que dicha incidencia

sea incluso superior a la estimada, debido a que ciertos melanomas no son registrados
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(p- ej. MMs diagnosticados y tratados en el ambito ambulatorio / privado, y lesiones
detectadas en fases iniciales que no precisan pruebas o tratamientos
complementarios).(37) Estudios epidemiolégicos recientes indican que el melanoma in
situ (fase mas precoz del MM) ocupa un porcentaje desproporcionadamente elevado
dentro del aumento global de incidencia de MM. Se cree que este aumento podria
explicarse por un mejor cribado y registro de los nuevos casos o incluso como

consecuencia de cambios en los criterios histologicos diagnésticos de MM.(38,39)

La deteccion precoz del MM representa uno de los aspectos fundamentales en la practica
dermatoldgica, ya que el diagndstico de la enfermedad en estadios avanzados conlleva
una dramatica disminucion de la supervivencia de los pacientes con MM. El diagndstico
del MM en fases iniciales y la escision quirdrgica con margenes adecuados siguen siendo
la Unica oportunidad de tratamiento curativo. Se ha observado que los pacientes con MM
in situ tienen la misma esperanza de vida que la poblacion general (38) y aquellos con
melanomas delgados (indice de Breslow o grosor tumoral <1 milimetro (mm); estadios
T1ay T1b) presentan una supervivencia a 10 afios de un 96-98%. En contraste, aquellos
pacientes en estadio IIC (Breslow > 4mm con ulceracion), que son tumores localmente
avanzados sin afectacion ganglionar o metastasica en el momento del diagndstico, la
supervivencia se reduce al 75%. Si ya existe afectacidon ganglionar o microsatelitosis
(estadio Ill) la supervivencia a 10 afios puede llegar a reducirse a un 24% en estadios
[1ID.(40) En casos de metastasis visceral, la supervivencia disminuye drasticamente, con

una supervivencia a 1 afio del 33%.(41)

Con la finalidad de reducir la mortalidad por MM se han disefiado campafas
poblacionales de prevencién tanto primaria (educacion sanitaria de la poblacion sobre el
uso de medidas de fotoproteccion y autoexploracion de la piel) como secundaria
(campanas de cribado y de difusién de los criterios de riesgo de MM) y se ha mejorado en
el diagnéstico precoz del MM y la monitorizacion de los pacientes de riesgo por parte de
los profesionales sanitarios. En las ultimas décadas, de todas las medidas de prevencion
secundaria, la deteccion precoz del MM ha representado muy probablemente el factor

mas importante para conseguir una mejor supervivencia del MM.(42)
La deteccion precoz por parte del profesional sanitario debe implicar:

* La identificacion y extirpacion de los MM en fases iniciales, sin aumentar cirugias

innecesarias de lesiones benignas.

21



Introduccién

* La practica de un control eficaz de los pacientes con alto riesgo de desarrollar un
MM.

* Un diagnodstico histopatologico correcto de las lesiones melanociticas de
diagnéstico dificil, recurriendo si es necesario a técnicas complementarias como la

inmunohistoquimica, citogenética o biologia molecular.

Con el objetivo de mejorar la precision diagnostica del melanoma y del CCNM, en las
ultimas décadas se han desarrollado nuevas herramientas y técnicas de diagnostico no
invasivo entre las que destacan la dermatoscopia (microscopia de epiluminiscencia), la
dermatoscopia digital y mas recientemente, la microscopia de reflectancia confocal
(MRC).

2. Técnicas de diagndstico no invasivo en Dermatologia

En los afios 60, el diagnéstico del MM se basaba casi exclusivamente en la anamnesis,
en las caracteristicas clinico-patoldgicas y en la sintomatologia asociada. El sangrado,
prurito y ulceracion eran los sintomas mas relevantes y la coexistencia de estos 3
sintomas solia conllevar un mal pronéstico. En los afios 80, en un intento de mejorar el
diagnostico precoz del melanoma y reducir asi su mortalidad se propuso la regla del
ABCD, aplicable tanto para clinicos como para pacientes. Esta regla (que se continta
utilizando en la actualidad) se basa en las caracteristicas clinicas mas frecuentes
observadas en el MM como son la Asimetria, los Bordes irregulares, una Coloracién
irregular (heterocromia) y el Diametro de la lesion (mayor a 6mm).(43) Posteriormente, se
introdujo un quinto criterio, E de Evolucion para describir los cambios (color, tamafio o
forma) experimentados en el tiempo de una lesion.(44) Esta regla presentaba una
sensibilidad del 89.3% vy especificidad del 65.3% si 2 criterios estaban
presentes o una sensibilidad del 65.5% y una especificidad del 81% si se cumplian 3
criterios.(45) La precision del diagnéstico clinico en el MM cutaneo se hallaba entre un 65
y un 70%.(46,47)

Sin embargo, la regla ABCD no permite detectar muchos melanomas incipientes
(lesiones simétricas, con color homogéneo o de menos de 5 mm de diametro) y algunos
melanomas nodulares,(48,49) y no evita extirpaciones innecesarias ya que distintas
lesiones benignas pueden cumplir la regla ABCD compartiendo caracteristicas clinicas

tipicas de melanoma.
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Otro signo clinico descrito para intentar mejorar la deteccién precoz del MM es el
denominado signo del “patito feo”, que hace referencia a aquella lesién melanocitica que
presenta unas caracteristicas clinicas distintas con respecto al resto de lesiones
melanociticas del mismo paciente, como una potencial lesién maligna susceptible de ser

extirpada (a pesar de no cumplir la regla ABCDE). (50)

Sin embargo, en un estudio en el que se valoraban clinicamente lesiones pigmentadas de
un diametro < 3 mm se observo que la sensibilidad de la valoracién clinica era solamente
de un 43% en este tipo de lesiones incipientes.(49) Esta observacion, junto al dato de
que por lo menos un 30% de los melanomas cutédneos no se consiguen diagnosticar en
base a criterios exclusivamente clinicos,(46) apunta a la necesidad de la utilizacion de

técnicas diagnosticas complementarias en el diagnostico de este tumor.
2.1. Dermatoscopia (microscopia de epiluminiscencia)

La dermatoscopia (microscopia de epiluminiscencia, microscopia de la superficie de la
piel) fue utilizada por primera vez en el estudio de lesiones pigmentadas cutaneas en
1971 de la mano de MacKie.(51)

Es una técnica in vivo, no invasiva, rapida, sencilla y barata que consiste en una lente de
10 a 40 aumentos con una fuente de iluminacién. Los instrumentos de mano utilizados
suelen ofrecer 10 aumentos (Fig. 2). Para evitar la dispersién de la luz en contacto con la
capa cornea, los dispositivos pueden utilizar una luz y filtro de polarizacion, o bien una luz
convencional aplicando aceite de inmersion sobre la piel y contactando directamente la
lente a la superficie cutanea. Los dermatoscopios permiten asi visualizar estructuras y

colores de la epidermis, de la unién dermoepidérmica y dermis superficial.

La dermatoscopia aporta una valiosa ayuda en el diagnostico de las lesiones cutaneas,
ya que ofrece una observacion magnificada y en profundidad de colores vy
microestructuras cutaneas (no visibles a simple vista) y permite en muchas ocasiones
reducir la incertidumbre entre benignidad y malignidad. Un estudio randomizado mostro
que la valoracién clinica en combinacion con la dermatoscopia conseguia una reduccion
de un 42% en el numero de pacientes derivados para biopsia, con respecto al grupo

valorado exclusivamente en base a parametros clinicos (p = 0.01).(52)
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Fig. 2. Izquierda: Diferentes modelos de dermatoscopio. Derecha: Camara de dermatoscopia

Inicialmente la dermatoscopia se utilizé para la valoraciéon de lesiones pigmentadas
(melanociticas y no melanociticas) cutaneas con el objetivo de establecer un diagndstico
precoz de melanoma, pero posteriormente su uso se ha generalizado y extendido a otros
campos de la Dermatologia, como en la valoracion de procesos inflamatorios, infecciosos

y alteraciones de pelo y ufias.

Actualmente, distintas guias de practica clinica sobre el manejo del melanoma
recomiendan la utilizacion y el entrenamiento en dermatoscopia de los facultativos
dedicados al control del cancer cutaneo.(53-56) La dermatoscopia mejora la precisiéon
diagnéstica del MM respecto a la exploracién clinica en un 49%; aumentando la
sensibilidad en un 19% (83.2% vs 69.9%); y la especificidad en un 6.2% (85.8% vs
80.8%), aunque solo cuando la realizan examinadores experimentados.(57) En un
metaanalisis se observd que la precision diagndstica para MM era 15.6 veces superior
para la dermatoscopia si se comparaba con el diagndstico realizado con la simple
exploracién clinica (intervalo de confianza (IC) 95% 2.9-83.7, p = 0.016).(58) Tanto la
sensibilidad diagndstica como la especificidad eran mayores con la dermatoscopia en
relacion con la exploracidn clinica, aunque esta Uultima no era estadisticamente

significativa.(58)

Por otro lado, un estudio retrospectivo mostré una reduccién significativa en la ratio
benignidad-malignidad de las lesiones melanociticas extirpadas, pasando de 18:1 (sin
uso de dermatoscopia) a 4:1 (con uso de dermatoscopia) (p = 0.04) por médicos expertos
en dermatoscopia.(59) En otro estudio con pacientes de alto riesgo de padecer MM, el
uso de la dermatoscopia se asocié a una reduccion significativa (42%) en el numero de

extirpaciones quirurgicas.(60)
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Un estudio multicéntrico durante diez afios (1998-2007) mostré que la relacion entre
lesiones melanocitarias benignas-malignas extirpadas en centros dedicados al
tratamiento del cancer de piel mejoraba de un 12,8 a un 6,8 (p < 0.001) y por el contrario
se mantenia sin cambios en centros no dedicados a la deteccion del cancer de piel
(29.4). Los autores de ese estudio argumentaban que la introduccién de la dermatoscopia

fue en gran parte responsable de esta mejora.(61)

En 2001, un consenso de expertos en dermatoscopia validé un algoritmo diagnostico en
dos etapas para realizar el diagnéstico diferencial de las lesiones cutaneas.(62) El primer
nivel intenta definir si una lesion es de origen melanocitico o0 no melanocitico. Una vez se
ha identificado que estamos delante de una lesidon melanocitica o si no se han reconocido
criterios de lesidon melanocitica ni un patron especifico de lesion no melanocitica se
pasara al siguiente nivel, que consiste en un analisis de patrones para definir si esta

lesiébn melanocitica es benigna, maligna o sospechosa (Fig. 3).

Lesién pigmentada

\ 4
Primera eta pa Presenta patron de lesion melanocitica

(reticulo pigmentado, glébulos, azul homogéneo, proyecciones, estallido de
estrellas, patron paralelo del surco, multicomponente)

Si No

A
N

> Lesion NO melanocitica

v Y

Lesion melanocitica

Estructuras vasculares en tumor . Dermatofibroma
melanocitico . CBC

Ausencia de criterios especificos . CEC

(lesién no clasificable) . Queratosis seborreica

Angioma/angioqueratoma
Hiperplasia sebdcea
Acantoma de células claras
Estructuras vasculares en
tumor no melanocitico

A 4

Segunda etapa Método de analisis de patrones
Método ABCD dermatoscépico
Método de Menzies

Regla de los 7 puntos

v ¥ v

‘ Nevus melanocitico ‘ Lesién sospechosa Melanoma

Fig. 3. Representacion esquematica del Algoritmo diagndstico en 2 etapas.(62)
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En la segunda etapa el método de analisis de patrones fue el método diagnéstico mas
sensible y especifico para la distincion entre lesién melanocitica benigna y maligna. Se
calcularon niveles de sensibilidad >90% en el diagndstico de melanoma para la primera
etapa, mientras que para la segunda, el analisis de patrones alcanz6 niveles de
sensibilidad y especificidad >80%.(62) Las principales limitaciones de este algoritmo se
hallan en el diagndéstico de lesiones totalmente regresadas y amelandticas, lesiones
localizadas en cara y pacientes con multiples nevos atipicos. Ademas, debe tenerse en
cuenta que esta sistematica diagnostica no esta disefiada para la valoracion de lesiones

en las ufias, mucosas o en el cuero cabelludo.

No obstante, se considera que hasta un 5-10% de los MMs escapan a los criterios
dermatoscoépicos definidos,(63) ya sea porque presentan criterios especificos de lesion
no melanocitica, criterios de nevus melanocitico o por la ausencia de criterios de lesién
melanocitica y no melanocitica.(64) Los pacientes con multiples nevus con atipia
presentan un mayor riesgo de padecer MM y requieren seguimiento a largo plazo. En
este grupo de pacientes la dermatoscopia convencional no permite un analisis
comparativo en el tiempo de las lesiones y no consigue detectar en fases tempranas

aquellos melanomas que inicialmente simulan nevus melanociticos.(64)

Un estudio observé que un antecedente de cambio en la lesion (detectado tanto por el
propio paciente como por seguimiento digital) fue el principal motivo para la realizacién de
una biopsia (en un 67% de los casos) en una serie de melanomas de dificil diagnostico

(ausencia de criterios dermatoscépicos especificos de malignidad).(64)
2.2. Dermatoscopia digital

Las lesiones melanociticas benignas (incluidos los nevos atipicos o displasicos) tienden a
mantenerse estables en el tiempo, o como mucho presentan un crecimiento simétrico sin
cambios estructurales sustanciales (como puede ser la corona de glébulos en gente
joven). En cambio, el MM suele evolucionar en periodos cortos de tiempo (crecimiento
focal, cambios de color y/o aparicion de nuevas estructuras dermatoscopicas sugestivas
de MM). Por este motivo, el seguimiento dermatoscépico digital (Dermatoscopia digital o
microscopia de epiluminiscencia digitalizada) fue introducido como estrategia para

detectar cambios en el tiempo en las lesiones pigmentadas.(65,66)

La importancia del seguimiento dermatoscopico digital para el diagnostico precoz del MM

ha sido demostrado en distintos estudios. Skvara y colaboradores observaron 63
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melanomas, indistinguibles de un nevus melanocitico en la visita inicial (evaluacion clinica
y dermatoscépica), que solo pudieron ser diagnosticados a partir de los cambios
objetivados durante el seguimiento dermatoscépico digital.(67) Otro ejemplo de la
importancia del seguimiento dermatoscoépico digital seria en el diagnostico de los
llamados “melanomas de crecimiento lento”, en los que solo un seguimiento

dermatoscépico a largo plazo permite detectarlos y establecer su diagnéstico.(68)

En un metaanalisis reciente se observé que el 29.1% de los melanomas aparecian sobre
un nevus preexistente, mientras que el 70.9% aparecian “de novo”,(69) lo que demuestra
la necesidad de incorporar la fotografia corporal total en el seguimiento de los pacientes
con alto riesgo de MM.(70)(71)(72)

Varios estudios han mostrado que el seguimiento digital regular (sobre todo el
denominado método en 2 etapas, combinando la fotografia corporal total y la
dermatoscopia digital secuencial) (73) en pacientes de alto riesgo supone la estrategia no
invasiva mas eficiente en la deteccion de melanomas en fases mas precoces (en muchas
ocasiones, sin criterios dermatoscépicos de malignidad) y con un menor numero de
extirpaciones innecesarias.(56,65,74—79) Este método permite aumentar la frecuencia de
deteccion de MM a partir de la observacion de cambios macroscépicos, de nuevas
lesiones no objetivadas previamente y de cambios dermatoscdépicos en el tiempo.(74) Se
ha demostrado asimismo que el seguimiento digital especializado es una estrategia
coste-efectiva en pacientes de alto riesgo, reduciendo los costes (menor nimero de
extirpaciones y de tratamientos adicionales) y mejorando la efectividad (deteccién de
melanomas delgados con mejor supervivencia) en comparacion con un seguimiento

clinico convencional.(80)

La dermatoscopia digital constituye una herramienta fundamental en el seguimiento de
los pacientes considerados de alto riesgo, incluyendo individuos con multiples nevus
melanociticos con atipia (sindrome del nevus atipico o sindrome del nevus atipico familiar
y melanoma multiple), con historia personal o familiar de MM, afectos de genodermatosis
con elevado riesgo de cancer cutdneo o pacientes con una elevada susceptibilidad
genética para el desarrollo de melanoma. Sin embargo, el seguimiento digital no parece
beneficioso para aquellos pacientes con multiples nevus sin otros factores de riesgo de
MM, (81) no estando indicado en la valoracidon de lesiones palpables o nodulares, o que

muestren signos de regresion o color azul, ni en aquellas lesiones con criterios claros de
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MM en la valoracién inicial (deben ser extirpadas) o en nevus melanociticos con

caracteristicas evidentes de lesion benigna.(82)

En resumen, tanto la incorporacion de la dermatoscopia como la dermatoscopia digital
han representado un avance significativo en el diagndstico del cancer cutaneo. No
obstante, en la practica clinica los dermatélogos se enfrentan a menudo con lesiones en
las que no se consigue filiar su origen (melanocitico o no melanocitico) y en caso de ser
melanocitica puede resultar muy dificil determinar si una lesion es benigna o por lo
contrario se trata de un MM. En casos de lesién uUnica y facilmente extirpable por el
contexto del paciente y/o localizacién, el problema suele resolverse con una extirpacion y
estudio histologico convencional. Pero a menudo nos encontramos con pacientes con
multiples lesiones de estas caracteristicas, o simplemente en localizaciones donde la
biopsia o extirpacién puede conllevar una significativa repercusion cosmética para el
paciente (cara, genitales, antecedentes de cicatrizacién hipertréfica o queloidea).
Ademas, se ha descrito que hasta un 8% de las lesiones monitorizadas que han

presentado cambios, tras ser extirpadas corresponden a lesiones benignas.(75)

Por todo ello, resulta necesario disponer de técnicas fiables que ofrezcan una informaciéon
similar a la histologia y sirvan de verdadero puente entre la informacién clinica-
dermatoscépica y la biopsia convencional. Con esta intencion, en los ultimos afios se han
desarrollado nuevas tecnologias como la microscopia de reflectancia confocal (MRC), la

tomografia de coherencia optica (OCT) y la ecografia de alta frecuencia.

2.3. Microscopia de reflectancia confocal in vivo

2.3.1. Concepto e historia

La MRC es una técnica no invasiva que permite la valoracién en tiempo real de lesiones
cutaneas o mucosas (tumorales o inflamatorias) con una resolucion a nivel celular (0.5 - 1
pum), comparable a la histologia convencional. EI microscopio confocal de escaneo
(Confocal Scanning Microscope) fue inventado en 1957 en la Universidad de Harvard por
Marvin Minsky (Minsky M. Microscopy apparatus. US Patent 3013467; 1957), cientifico

estadounidense, conocido como el padre de la inteligencia artificial.

El instrumento inicial de Minsky escaneaba la pieza ex vivo a través del microscopio para
formar una imagen. Sin embargo, hasta que no aparecié la tecnologia laser y la

informatica no se pudo utilizar para tomar imagenes in vivo. La primera publicacion en la
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que se consigue visualizar la piel humana in vivo data de 1993.(83) En 1995,
Rajadhyaksha y colaboradores estudiaron la piel humana por MRC combinando
longitudes de onda diferentes que les permitié obtener imagenes a diferentes niveles de
la piel y identificar la melanina como principal factor de contraste.(84) Ya a finales de los
afios 90 el mismo grupo de trabajo evidenci6 la alta correlacion entre las imagenes de
MRC vy la histologia mediante un prototipo del microscopio de reflectancia confocal
actual,(85) que la empresa americana Lucid comercializaria poco mas tarde con el
nombre de Vivascope ®1000. Con estos estudios se presentaba la MRC al mundo de la

Dermatologia como una herramienta diagndstica no invasiva en tiempo real.

2.3.2. Bases fisicas

El microscopio de reflectancia confocal es basicamente una fuente de luz, un
condensador, una lente, un diafragma y un detector. Los microscopios de reflectancia
confocal in vivo consisten en una fuente de luz (laser casi infrarrojo a 830nm, con una
potencia menor a 30mW que no genera dafio tisular) que ilumina una zona concreta de
tejido de grosor limitado. Una parte de la luz es absorbida y otra parte reflejada hacia el
dispositivo. La luz reflejada desde el area iluminada pasa por una lente objetivo y alcanza
el detector a través de un diafragma, mientras que la luz reflejada procedente de planos
fuera de foco es rechazada. Las imagenes emergen de la luz reflejada recogida
exclusivamente del plano tisular bajo estudio (plano confocal) con una magnificacién de
40x a 100x (aumentos). Para ello, es imprescindible que los planos estén “conjugados en
foco”, es decir que la fuente de luz, el area iluminada y el diafragma se encuentren
opticamente dispuestos en planos Opticos conjugados. Las imagenes obtenidas por
MRC, al igual que en la dermatoscopia, se visualizan en un plano horizontal lo que

permite una correlacién directa con las imagenes dermatoscopicas.

Proporciona secciones oOpticas en serie del tejido estudiado con una resolucién lateral
inferior a 1 micrometro (um), una resolucion axial de 2-5 ym y puede alcanzar una
profundidad maxima de 200-350 um. Las imagenes confocales visualizadas en tiempo
real son paralelas a la superficie cutanea (a diferencia de los cortes habituales de la
histologia) y monocromas en escala de grises. El mecanismo de contraste de la MRC se
basa en la retrodispersiéon de la luz (cantidad de luz reflejada por el tejido). Las
estructuras que aparecen brillantes (blanquecinas) en las imagenes de MRC tienen
componentes con un indice de refraccion elevado comparado con los elementos de su
alrededor, y/o son de tamafo similar a la longitud de onda. Las principales estructuras

cutaneas con alto indice de refraccién son la melanina (n=1.7), queratina (n=1.5) y
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colageno (n=1.4).(84) Las estructuras no refractiles apareceran negras en la imagen.

El microscopio confocal obtiene imagenes con un campo de vision tisular de 0.5 x 0.5 mm
para Vivascope® 1500 y hasta 1 x 1 mm para Vivascope® 3000 (Caliber Imaging &
Diagnostics, Inc., NY, USA). Estos campos de visién permiten un estudio arquitectural y
celular del tejido. Ademas, el microscopio confocal dispone de unas aplicaciones que
permiten obtener imagenes secuenciales en el plano horizontal y el plano vertical y el

registro de secuencias de lapsos de tiempo (pequeios videos).

Las imagenes en el plano horizontal forman mosaicos (areas de piel de 1x1 mm hasta
8x8 mm, formadas por imagenes individuales unidas una junto a la otra) que permiten
una vision arquitectural del tejido (Vivablock®). Por otro lado, la obtencién de imagenes
secuenciales en el plano vertical (imagenes individuales capturadas con una separacion
de unos 4 ym de profundidad, de superficial a profunda) permite evaluar de forma rapida
distintas profundidades del tejido en un punto determinado del plano horizontal
(Vivastack®). Las secuencias de lapsos de tiempo sirven para visualizar procesos
dinamicos como la circulacibn sanguinea. Las imagenes son almacenadas

electrénicamente y se pueden visualizar en diferentes momentos para ser valoradas.

Los dispositivos de MRC in vivo disponibles actualmente son el Vivascope® 1500 (Caliber
Imaging and Diagnostics, Rochester, NY, USA; Lucid Inc., Rochester, NY, USA; or Lucid
Inc., MAVIG GmbH, Munich, Germany) y el dispositivo portatil Vivascope® 3000 (Caliber
Imaging and Diagnostics, Rochester, NY, USA). Las principales diferencias entre ambos

son su funcionamiento y la forma en que se muestran las imagenes.

Vivascope® 1500 (Fig.4) permite realizar mosaicos de hasta 8 x 8 mm y correlacion
dermatoscopica, pero tiene como principal limitacion la dificultad para capturar imagenes
en superficies contorneadas, mientras que Vivascope®3000 (Fig. 5) mejora la velocidad
de la exploracion y la limitacion de las superficies contorneadas, pero por el contrario
tiene mas riesgo de artefactos por movimiento, sin correlacién dermatoscépica y sin

posibilidad de hacer mosaicos.
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\

Fig. 4. Dispositivo Vivasc:ope® 1500. Fig. 5. Dispositivo Vivascope® 3000.

2.3.3. Componentes de la MRC (hardware o soporte fisico)

e Pantalla

Pantalla plana a color donde se visualizan las imagenes de MRC.

e Brazo articulado

Brazo de acero movil altamente flexible para poder aplicar el microscopio sobre las
diferentes superficies cutaneas a estudio.

* Camara de dermatoscopia

Camara acoplada al dispositivo de MRC (Fig. 6). Obtiene imagenes de dermatoscopia
con la misma orientacion que las imagenes de MRC, permitiendo establecer
correlaciones entre las estructuras dermatoscoépicas y las imagenes de MRC, y facilita la

orientacion espacial dentro de la lesion durante la exploracién.
* Medio de contacto

Se utilizan lentes de inmersién en agua (indice de refraccion de 1.33, similar al de la
epidermis que es de 1.44), lo que reduce las aberraciones esféricas causadas por el paso
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de la luz a través de la interfase tejido-aire. Se emplean geles acuosos o agua como
medio de interfase.

* Sistema de fijacion

Los artefactos por movimiento, principalmente secundarios a la respiracion del paciente,
se previenen mediante la inmovilizacion de la lente a la piel utilizando un anillo metalico
plano (Fig. 7) que se adhiere a la superficie cutanea por un lado (junto con una pequena

gota de aceite de inmersion) y se mantiene unido al microscopio mediante un iman.

7\ \
)
i
\\/
Fig. 6. Camara de dermatoscopia Fig. 7. Mecanismo de adhesion del microscopio
integrada en el dispositivo de MRC. confocal a la piel mediante un anillo metalico y un

adhesivo desechable.

2.3.4. Caracteristicas de la piel normal por MRC

- Epidermis: compuesta de queratinocitos diferenciados con pocas células dendriticas
intercaladas (melanocitos y células de Langerhans). Esta dispuesta en 4 capas de mas

superficial a profunda.

* Estrato coérneo: se encuentra entre 0-15 pm desde la superficie de la piel y
presenta corneocitos, que son queratinocitos anucleados grandes y brillantes,
poligonales y aplanados, rodeados por dermatoglifos que se visualizan como
espacios lineales oscuros.(85) El tamafio de los dermatoglifos varia segun el
fototipo de piel, localizacién anatémica y exposicion solar.

» Estrato granuloso: compuesto por queratinocitos aplanados con nucleo central
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oscuro y ovalado, rodeados por un fino anillo de citoplasma granular y brillante. Su
grosor varia de 1-10 células segun la localizacién anatémica. Los limites entre
cada queratinocito estan bien definidos.

* Estrato espinoso: tiene un grosor de 5-10 células, con un patrén caracteristico en
panal de abejas formado por queratinocitos bien delimitados, poligonales y
brillantes, ligeramente mas pequefios que en las capas superiores y con un
nucleo oscuro y redondo.(85)

e Capa basal: compuesta por una capa Uunica de queratinocitos pequenos
cuboidales / columnares uniformes con actividad proliferativa, con algunos
melanocitos esparcidos entre ellos. La densidad melanocitaria es variable segun
la regién anatdmica, siendo la zona facial la que presenta una mayor densidad.
Los melanocitos se visualizan como células pequefas brillantes dendriticas o
redondas. Esta capa se encuentra a una profundidad de 40-130 um por debajo de
la superficie cutanea.(87) En fototipos cutaneos bajos, las células basales son
dificiles de distinguir, pero en fototipos altos se pueden visualizar formando un
patron en empedrado, debido a que los queratinocitos basales tienen mayor
cantidad de melanina en su citoplasma (capa con mayor indice refractivo). En
localizaciones anatdomicas con crestas interpapilares, los queratinocitos basales

forman un patrén en anillos refractiles rodeando la papila dérmica oscura.

- Unién dermo-epidérmica (UDE): zona de convergencia entre la epidermis y la dermis,
donde la dermis forma proyecciones digitiformes hacia la epidermis llamadas papilas
dérmicas que se visualizan por MRC como areas semiovaladas oscuras con vasos
capilares y colageno ligeramente refractil en su interior, rodeadas por los queratinocitos

basales refractiles (en fototipos altos).

- Dermis: compuesta por fibras y haces de colageno, fibras elasticas, fibroblastos, nervios
y vasos sanguineos. Existen variaciones en su distribucion, densidad y refractilidad
segun localizacion anatémica y edad. Presenta un grosor variable entre 0.3 mm
(parpados) a 3 mm (espalda) y se subdivide en dermis papilar (mas superficial, desde
papilas dérmicas hasta el plexo vascular superficial) y dermis reticular (desde plexo

vascular superficial hasta tejido subcutaneo).
* Dermis papilar: por MRC se visualiza como una zona mas oscura que la epidermis
sin nucleos visibles y cantidades variables de fibras y haces de colageno

(formando una malla reticulada o haces finos brillantes).
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*  Dermis reticular: por MRC solo se puede observar su region mas superficial y de
forma poco nitida. Se visualiza como haces gruesos de colageno grises,
ligeramente refractiles con un patrén fascicular intercalados en un limen oscuro.
En la dermis reticular se encuentran la mayoria de estructuras anexiales cuaneas

(foliculos vy tallos pilosos, glandulas ecrinas, apocrinas y sebaceas).

2.3.5. Aplicaciones en Dermatologia

* Valoracion secundaria de lesiones cutaneas

Permite confirmar el diagndstico de sospecha clinico-dermatoscépico de distintas
lesiones cutaneas y ayuda al diagnostico de sospecha de melanomas sin signos
especificos de lesion melanocitica o en aquellas lesiones melanociticas malignas sin
criterios clinico-dermatoscépicos de malignidad. Diversos estudios han demostrado la
utilidad de la MRC como complemento a la dermatoscopia en lesiones melanociticas
atipicas que exhiben cambios en el seguimiento con dermatoscopia digital, mejorando la
precisiéon diagndstica del MM incipiente y permitiendo disminuir el numero de lesiones
benignas extirpadas.(88,89) También es de gran ayuda en el diagnéstico del CCNM,
donde consigue una significativa precision diagnostica para el CBC(90-92) con una
excelente correlacion con la histopatologia y para otros tipos de neoplasias no
melanociticas como son las queratosis actinicas o el CEC.(93)

Es una técnica especialmente util en lesiones localizadas en zonas cosméticamente
sensibles, con el objetivo de evitar una biopsia cutanea, una exéresis quirargica amplia o
en lesiones en las que podria existir un error en la conducta terapéutica en caso de

diagnostico de benignidad.

* (Guia para la toma de biopsia incisional
La MRC puede utilizarse para seleccionar la mejor zona de biopsia incisional, permitiendo
seleccionar el area mas sospechosa de la lesion y aumentando el rendimiento
diagndstico del estudio histopatolégico (reduciendo falsos negativos o intentando detectar

la invasion dérmica de una lesion maligna).

* Delimitacién de tumores
La MRC permite la deteccion, delimitacién y mapeo prequirirgico de lesiones tumorales
cutaneas, especialmente en lesiones mal delimitadas, en tumores de colision, o lesiones

con un importante componente subclinico como pueden ser las lesiones faciales tipo

34



Introduccién

lentigo maligno / lentigo maligno melanoma (LM / LMM).(94-96) Al determinar las
dimensiones reales del tumor, permite asimismo orientar sobre la posible indicacion
terapéutica, tipo de Cirugia y reconstruccién quiriurgica. Se ha utilizado también

intraoperatoriamente para conseguir margenes quirurgicos negativos.(97,98)

* Monitorizacion de la respuesta tumoral a tratamientos no invasivos y deteccién de
recidivas

La MRC puede ser util para valorar la respuesta al tratamiento, detectar un posible

fracaso terapéutico y las posibles recidivas, especialmente después de tratamientos no

quirurgicos (radioterapia, terapia fotodinamica o imiquimod t6pico).(99-102)

2.3.6. Limitaciones

Las principales limitaciones técnicas de la MRC in vivo son la profundidad limitada de
penetracion, el pequefio campo de vision y la falta de contrastes exdgenos que aumenten
el contraste. A medida que la profundidad aumenta mas alld de las 200 pm (capas
profundas de la dermis e hipodermis), la resolucion disminuye, causando unas imagenes
demasiado borrosas y oscuras para ser valoradas. Por lo tanto, aquellas lesiones
localizadas en dermis profunda, asi como lesiones con un intenso engrosamiento
epidérmico (gran componente hiperqueratésico, ulceracion / costra o con una capa
cérnea muy gruesa como son las localizadas en palmas y plantas) resultaran
complicadas de valorar mediante MRC. Por otro lado, los principales inconvenientes de la
MRC para su difusién global son el elevado coste del equipo y la compleja curva de
aprendizaje que requiere para poder identificar estructuras y correlacionarlas con la

dermatoscopia y la histologia.

2.4. Microscopia confocal de fluorescencia ex vivo

La microscopia confocal de fluorescencia ex vivo (MCFEV) es una técnica de imagen que
permite un analisis histopatolégico del tejido en fresco. Solo existe un aparato disponible
comercialmente llamado Vivascope® 2500 producido por Caliber Imaging and
Diagnostics, Rochester, NY, USA, y distribuido en Europa por MAVIG GmbH, Munich,

Alemania.

Puede funcionar en modo reflectancia (longitud de onda de 830 nm), en modo
fluorescencia (longitud de onda 488 nm o 658 nm) o en modo fusion. El modo reflectancia

da imagenes en escala de grises como la MRC in vivo, mientras que el modo
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fluorescencia se basa en la utilizacion de fluoréforos exdégenos (acido acético 5%, naranja
de acridina o azul de metileno) introducidos en la piel para obtener mayor refractilidad de
las estructuras cutaneas y por tanto mayor contraste en las imagenes de las muestras
estudiadas (microscopia de fluorescencia confocal o microscopia confocal multimodal
mejorada con colorante). El agente mas utilizado es el naranja de acridina, el cual se une
a los acidos nucleicos del acido desoxirribonucleico (ADN) reforzando los nucleos
celulares (que se visualizan en color verde). Esta tincion no altera el tejido, por lo que
posteriormente la pieza puede ser estudiada histopatologicamente. Por su parte, el modo
fusién aporta la posibilidad de visualizaciéon con una tinciéon digital que cambia la escala
de grises o el color verde en una escala de color que simula la apariencia histologica de
la hematoxilina & eosina (H&E).(103,104)

La MCFEV ofrece mosaicos de hasta 2 cm? practicamente comparables a los cortes de
histologia por congelacion. No altera el tejido estudiado, lo que permite un estudio

convencional histolégico posterior.

Se ha utilizado principalmente para la deteccion y el analisis perioperatorio de los
margenes quirurgicos del CBC durante la cirugia micrografica de Mohs (tejido en fresco
sin fijar),(105) pero también se ha estudiado en otros tipos de neoplasia como son el

CEC, el dermatofibrosarcoma protuberans o las lesiones melanociticas.(106—108)

Se trata de una técnica rapida (promedio de 4.2 minutos por seccion, reduce al menos
1/3 de tiempo), con buena fiabilidad para la deteccién del CBC (Sensibilidad 85%,
Especificidad 99%, VPP 96%, VPN 97%), buena correlacion interobservador (kappa >0.8)
y una rapida curva de aprendizaje.(105,109,110)

Se estan estudiando otras aplicaciones de la MCFEV como el estudio de los anejos

cutaneos o el diagnoéstico de las infecciones cutaneas.(111,112)

Hasta la fecha, la MCFEV no ha conseguido reemplazar al estudio histopatolégico
convencional, debido a que los detalles citdlogicos y arquitecturales no siempre son

claramente identificables.

La principal limitacion de la MCFEV es la posibilidad de obtener resultados falsos
negativos producidos principalmente por la presencia de burbujas o por plegado de la

epidermis. Sin embargo, tiene la ventaja de que valora los verdaderos margenes
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directamente de las piezas en fresco, sin riesgo de producir los posibles falsos positivos
de la histologia convencional por agotamiento de la pieza en el corte.(113) Por el

momento, el uso de la MCFEV no esta generalizado por el elevado coste del dispositivo.

2.5. Tomografia de coherencia 6ptica

La tomografia de coherencia optica (OCT) de alta definicion es una técnica de imagen
basada en la reflectancia de la luz al incidir sobre los tejidos, utilizando una fuente de luz
con una longitud de onda relativamente larga (800-1300 nm). El contraste se produce por
las variaciones del indice refractivo de los diferentes componentes de la piel. Las
imagenes de OCT son en cierta manera analogas a las imagenes en modo B de
ultrasonido (ecografia), aunque la fuente es luminica y no soénica.(114) Ofrece imagenes
seriadas axiales en tiempo real alcanzando una profundidad de unos 2 mm (dermis
reticular), una resolucion axial de 5-10 ym y una resolucion lateral de 7.5 ym. Esta
resolucion lateral (menor que la MRC) no permite distinguir células individuales de la piel,
limitando las capacidades diagnosticas de la OCT. Su principal ventaja es un mayor
grado de penetracién que permite visualizar lesiones a mayor profundidad que la MRC.
Mientras que en Oftalmologia es una técnica ya consolidada, en Dermatologia aun esta
en proceso de investigaciéon. Diversos estudios han demostrado su utilidad en tumores no
melanociticos como el CBC, en el diagndstico, medicién de su profundidad, delimitacion
de margenes o en la monitorizacion de tratamientos no invasivos.(115,116) Sin embargo,
esta técnica se encuentra todavia en desarrollo en el analisis de lesiones melanociticas y
se requieren estudios adicionales con mejores controles metodoldgicos para confirmar su

utilidad.(117) La principal limitacion es su elevado coste econémico.

2.6. Ecografia de alta frecuencia

La ecografia de alta frecuencia permite la visualizacién in vivo de tejidos proximos a la
superficie cutanea. Esta técnica consiste en la emision de un ultrasonido desde un
transductor (sonda) y la captacion del sonido que retorna del tejido (reflejo o eco). El
transductor actua tanto de transmisor como de receptor de las ondas. La sonda se situa
sobre la piel y las ondas de sonido, tras incidir sobre las diferentes estructuras cutaneas
con diferentes impedancias acusticas, son reflejadas y captadas por el transductor y
convertidas en energia eléctrica. Dicha energia es procesada por un ordenador que
genera una imagen en un monitor en escala de grises.(118) La frecuencia de las ondas
es un factor determinante en la penetracion y resolucién del sistema de imagen. La

frecuencia del ultrasonido esta inversamente relacionada con la profundidad de
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penetracion y directamente con la resolucion.(119) En Dermatologia, se suelen utilizar
frecuencias entre 7.5 y 100 MHz, aunque las mas frecuentes se sitian entre 20 y 25
MHz, que son las que permiten una resolucion que alcanza los 50-200 ym, con una
profundidad de penetracion de 6-7 mm.(118,120) Estas frecuencias posibilitan la
diferenciacion de las diferentes capas de la piel y el Doppler Color permite visualizar el

flujo sanguineo.

La ecografia de alta frecuencia puede utilizarse en el estudio y valoracion de tumores
benignos y malignos, y puede ser util en la toma de decisiones (determinar el grosor y
profundidad del tumor y estudio de margenes del CBC) y en el seguimiento (recurrencias
locales, estudio ganglionar y la monitorizaciéon de la eficacia de distintas intervenciones
terapéuticas tanto en lesiones tumorales como en enfermedades inflamatorias).(119,121)
Aunque presenta una elevada sensibilidad y especificidad,(122) su menor resolucion
condiciona su precision diagnéstica.(119) Sus principales limitaciones son la dificultad
para la deteccion de lesiones menores a 0.1 mm de profundidad o exclusivamente

epidérmicas y la deteccion de pigmentos como la melanina.(123)
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Hipdtesis de estudio

La dermatoscopia representa una herramienta util en el diagndstico del cancer cutaneo
(MM y del CCNM). Sin embargo, existen situaciones frecuentes en la practica
dermatolégica en las que la valoracion clinico-dermatoscopica presenta ciertas

limitaciones diagnaosticas.

En situaciones clinicas concretas el diagndstico puede ser especialmente dificil: a) En la
valoracion de lesiones pigmentadas faciales los criterios de dermatoscopia suelen ser a
menudo poco especificos; b) En lesiones no pigmentadas en localizaciones concretas
(lesiones planas rosadas en las piernas) la ausencia de pigmento puede dificultar la
correcta interpretacion de los cambios observados; c) En lesiones benignas pigmentadas
labiales, cuya diferenciacion con lesiones malignas incipientes puede ser dificil incluso
tras una valoracion histopatoldgica (gold standard). En todos estos casos suele recurrirse
a la préactica de una biopsia cutanea o a la excisidén quirirgica para confirmar el

diagnostico.

La MRC in vivo es una técnica no invasiva que permite obtener un diagndstico en tiempo

real de patologia cutanea tumoral con una resolucion cercana a la histopatologia.

Es por ello que nos hemos planteado si la MRC in vivo puede ser de utilidad en estos tres
escenarios de la practica clinica habitual, en los cuales los elementos habituales de
diagnostico dermatolégico no permiten asegurar un diagnostico de certeza con un alto
grado de confianza. De esta manera se intentan evitar errores diagndsticos y reducir
procedimientos quirurgicos innecesarios. Los errores diagnosticos tras considerar una
lesidon maligna como benigna pueden inducir manejos terapéuticos inapropiados y
retrasos diagnosticos de MM, mientras que el considerar como maligna una lesién
benigna causa intervenciones quirurgicas innecesarias que conllevan un elevado coste y

morbilidad.
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Objetivos

El objetivo principal del presente proyecto de investigacion consiste en demostrar la
utilidad clinica de la MRC in vivo en el diagnéstico del cancer cutaneo, concretamente en
el manejo de 3 situaciones clinicas de la practica habitual (maculas pigmentadas faciales,
lesiones rosadas planas en las piernas y maculas pigmentadas labiales), en las cuales
las herramientas convencionales del dermatdlogo (evaluacion clinica y dermatoscopica)
resultan, en muchas ocasiones, insuficientes para asegurar un correcto diagnoéstico, y por
consiguiente un tratamiento adecuado. Esta situacion de incertidumbre diagnostica suele
conllevar la realizacion de un gran namero de procedimientos (biopsias cutaneas y/o
extirpaciones quirurgicas) que suponen costes elevados y riesgo de complicaciones

médicas y/o cosméticas.

Los objetivos secundarios de este proyecto son:

1. Describir las caracteristicas dermatoscépicas y de MRC de las maculas
pigmentadas faciales, de las lesiones rosadas planas de las piernas y de las

maculas pigmentadas labiales.

2. Correlacionar los parametros de MRC con las caracteristicas dermatoscopicas e
histopatologicas de las maculas pigmentadas faciales, lesiones planas rosadas de

las piernas y maculas pigmentadas labiales.

3. Investigar la sensibilidad y especificidad del estudio con MRC in vivo a la hora de
establecer un diagnostico de certeza en estos 3 tipos de lesiones, en comparacion

con el diagndstico de sospecha establecido por datos clinicos y dermatoscopicos.
4. En el caso de las maculas pigmentadas faciales valorar la expresién

inmunohistoquimica de una serie de marcadores melanocitarios (MelanA, SOX-
10, MITF).
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Resumen global de los resultados

La primera parte del proyecto de investigacion estuvo centrada en el estudio de las
maculas pigmentadas faciales en piel fotodanada. En este estudio prospectivo se
incluyeron 63 lesiones pigmentadas faciales clinica y dermatoscépicamente ambiguas de
61 pacientes, que fueron recogidas en el periodo comprendido entre los afios 2009 y
2015 en un centro de referencia de Dermatologia de tercer nivel. Se incluyeron también

12 areas fotoexpuestas sin lesién pigmentada como grupo control.

Hallazgos clinicos

Un 51% de los casos estudiados eran mujeres (31/61) y la edad media fue de 71.8 +/-
13.1 afios. Solo se incluyeron en el estudio lesiones ambiguas, es decir, lesiones con al
menos 1 criterio dermatoscopico de malignidad pero sin criterios claros para asegurar el
diagnostico de LM, o lesiones que, en ausencia de criterios de malignidad, tampoco
presentaban criterios claros de lesidn benigna. Las maculas faciales incluidas eran
lesiones primarias o recurrentes (previamente tratadas con crioterapia, radioterapia o
cirugia). En todas ellas se realiz6 estudio histolégico tras una valoracion clinica,
dermatoscépica y por MRC. Las lesiones correspondian a 24 (38%) lesiones malignas
(17 LMy 7 LMM) y 39 (62%) lesiones benignas (3 nevus melanociticos, 1 nevus azul, 9
pigmentaciones dérmicas, 9 queratosis actinicas pigmentadas, 7 lentigos solares, 5

queratosis seborreicas, 4 CBCs y 1 queratosis liquenoide benigna).

Hallazgos dermatoscopicos

Desde el punto de vista dermatoscopico los patrones mas frecuentemente encontrados
en las lesiones malignas fueron las estructuras romboidales pigmentadas (75%), seguido
de las aberturas foliculares con pigmentacion asimétrica (67%), y las estructuras en diana
(42%). El 89% (56/63) de las maculas faciales pigmentadas ambiguas del estudio
mostraron al menos un criterio dermatoscépico de malignidad y el 82% de las lesiones
benignas incluidas presentaban al menos 1 criterio dermatoscépico sugestivo de
malignidad; siendo los mas frecuentes el aumento de densidad del reticulo vascular
(41%) y el patréon anular-granular (41%). En el estudio multivariante, solo las aberturas
foliculares con pigmentacion asimétrica (18% en lesiones benignas vs 67% en lesiones
malignas; p = 0.03) y las estructuras en diana (8% vs 42%; p = 0.002) fueron

estadisticamente significativas (Fig. 8).
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Fig. 8. Hallazgos dermatoscopicos estadisticamente significativos en el estudio multivariante. A/ Aberturas

foliculares con pigmentacion asimétrica. B/ Estructuras en diana.

Hallazgos de MRC

En el estudio por MRC el criterio mas observado en las lesiones malignas fue la
presencia de =3 células atipicas en la UDE (79% vs 23% en lesiones benignas; p <
0.001), células pagetoides (intraepidérmicas) grandes y redondeadas (67% vs 13% en
lesiones benignas; p < 0.001) y la presencia de células atipicas con localizacién folicular
(54% vs 13% en lesiones benignas; p = 0.001). Las papilas dérmicas mal delimitadas, las
células nucleadas en las papilas y la desestructuracion epidérmica también se asociaron
a malignidad de forma estadisticamente significativa. La presencia de células dendriticas
intraepidérmicas fue un hallazgo frecuente en lesiones benignas (51%) y malignas (83%),
aunque se asocio a malignidad de una manera estadisticamente significativa (p = 0.02).
Por otro lado, los cordones epidérmicos o proyecciones bulbosas y las papilas bien
delimitadas fueron criterios asociados a benignidad (criterio protector). En el analisis
multivariante, solo las células pagetoides grandes y redondeadas (13% en lesiones
benignas vs 67% en malignas; p < 0.001) y la presencia de células atipicas con
localizacion folicular (13% vs 54%; p = 0.002) fueron estadisticamente significativas para

malignidad (Fig. 9).
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Fig. 9. Hallazgos de MRC estadisticamente significativos en el estudio multivariante. A/ Células pagetoides

grandes y redondeadas. B/ Presencia de células atipicas con localizacion folicular.

El algoritmo diagndstico de Guitera (LM Score)(124), que calcula una puntuacion basada
en 6 criterios para distinguir el LM de las maculas faciales benignas de la cara, fue
aplicado en todos los casos del estudio. En este algoritmo, dos criterios mayores (papilas
dérmicas mal delimitadas y células pagetoides grandes y redondeadas) puntian +2
puntos cada uno de ellos, y 3 criterios menores (células nucleadas en la papila dérmica,
>3 células atipicas en la UDE en 0.5 x 0.5 mm?, y la localizacion folicular de las células
atipicas) puntuan +1 punto cada una. Hay un criterio negativo o de benignidad (patréon
epidérmico en panal de abejas engrosado, tipico de lesiones benignas o de una
epidermis normal) que contabiliza -1 punto. Segun este algoritmo, las lesiones con un LM
Score de 2 o superior son sugestivas de malignidad (LM / LMM). El analisis cuantitativo
del LM Score en nuestro estudio mostré que la puntuacién media por confocal de las
lesiones malignas era significativamente superior (3.25 +/- 1.29) respecto a las benignas
(0.54 +/- 0.91), p < 0.001.

Teniendo en cuenta el algoritmo de Guitera se obtuvieron 5 falsos positivos (FPs) y 2
falsos negativos (FNs). Todos los FPs presentaban abundantes células pagetoides
dendriticas, 4 de ellos mostraron células pagetoides grandes y redondeadas y 3 de ellos
células atipicas en la UDE. Dos de los FPs correspondian a pigmentaciones post-
radioterapia. Respecto a los FNs, uno de ellos correspondia a una lesion incipiente que
habia sido biopsiada anteriormente y el segundo caso era una macula facial pigmentada
en la mejilla previamente tratada con crioterapia en multiples ocasiones. Esta ultima
lesion presentaba en la MRC unas estructuras caracteristicas en la UDE llamadas

estructuras en cabeza de medusa,(125) descritas por Gonzalez y colaboradores, que no
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fueron consideradas en el algoritmo diagndstico, pero que representan una pista para el

diagnostico correcto de malignidad.

Hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos

Desde el punto de vista histopatolégico e inmunohistoquimico, los criterios que nos
permitieron diferenciar lesiones benignas de malignas de manera estadisticamente
significativa fueron la hiperplasia melanocitaria basal, la atipia de melanocitos, la
localizacién perifolicular de los melanocitos, la presencia de melanocitos en distribucion
pagetoide y/o nidos melanocitarios en la UDE y la mayor densidad de melanocitos

basales e intraepidérmicos.

El analisis cuantitativo de los marcadores inmunohistoquimicos evidencié diferencias
estadisticamente significativas en el recuento de melanocitos basales por 1 mm de capa
basal (densidad melanocitaria) y de melanocitos intraepiteliales (pagetoides) entre las
lesiones malignas y las benignas con los 3 marcadores inmunohistoquimicos utilizados
(melan-A, MITF, y SOX10). El coeficiente de correlacion de Pearson entre las diferentes
tinciones fue >0.8, siendo la mejor correlacion la obtenida entre melan-A y MITF, con
valores de 0.884 (p = 0.02) en los recuentos de melanocitos basales y de 0.921 (p <
0.001) en el de células pagetoides. En las lesiones malignas, la tincion de melan-A
evidencioé un mayor numero de melanocitos basales en comparacién con MITF (t = 4.149;
p <0.001) y SOX10 (t = 2.295; p = 0.03), mientras que MITF y SOX10 tuvieron resultados
similares (t = 0.788; p = 0.44). No se hallaron diferencias estadisticamente significativas
en la positividad de melanocitos basales entre los distintos marcadores

inmunohistoquimicos en las lesiones benignas estudiadas.

Correlacion entre las diferentes técnicas

Las posibles correlaciones entre las diferentes técnicas estudiadas (dermatoscopia, MRC,

histopatologia e inmunohistoquimica) se ilustran en la Fig. 10.

Por otro lado, la visualizacién de células pagetoides dendriticas en la MRC no se
correlaciond con la presencia de células pagetoides en el estudio histopatologico. De un
total de 20 lesiones malignas con presencia de células dendriticas intraepidérmicas
(pagetoides) en la MRC, solamente 11 presentaban células pagetoides tras las tinciones

melanocitarias. En las lesiones benignhas con células dendriticas intraepidérmicas en la
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MRC (20 casos; 5 de ellos fueron FPs mediante el algoritmo diagndstico de Guitera), la

tincion CD1a mostré, en 15 de 18 casos, la presencia de abundantes células de
Langerhans intraepidérmicas.

Dermatoscopia MRC Histopatologia

' K=0.381 Células pagetoides Presencia de
“Dust-like dots” <€ > grandes y melanocitos
redondeadas pagetoides

K=0.444,
Nidos melanocitarios
Estructuras en la UDE
romboidales
pigmentadas %) K=0.509

> 3 células atipicas || k=0-422 o Hiperplasia de

K=0.379 en la UDE melanocitos
Aberturas foliculares
con pigmentacion
asimétrica Atipia de
K=0.499 melanocitos basales
K=0.408
Localizacién folicular Localizacion
. K=0.313 < i K=0.385 e
Estructuras en diana || > de ceIL;Ias plalgetmdes € > perifolicular de los
_ Yyocellas melanocitos
juncionales atipicas

Fig. 10. Correlacion entre dermatoscopia, microscopia de reflectancia confocal e histopatologia. MRC:

microscopia de reflectancia confocal; UDE indica unién dermoepidérmica; k= estadistico Cohen Kappa.
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La segunda parte del proyecto de investigacidn se centraba en el estudio de lesiones
cutaneas rosadas y planas en las piernas. Se recogieron de forma prospectiva un total
de 114 lesiones en 85 pacientes de edad avanzada durante el periodo comprendido entre
los afios 2012 y 2016 en la unidad de referencia de Dermatologia del Hospital del Mar.
En todas las lesiones se realizd el estudio histolégico tras una valoracion clinica,
dermatoscépica y por MRC. Se incluyeron lesiones planas rosadas en las piernas
detectadas en el examen clinico sin pigmentacién o con una pigmentacion menor al 10%

en la valoracion dermatoscopica. Se excluyeron del estudio las lesiones nodulares.

Hallazgos clinicos

Un 67% de los casos estudiados correspondian a mujeres (57/84) y la edad media fue de
73.2 +/- 12 afios. Se analizaron un total de 80 lesiones malignas (50 CBCs, 17
enfermedad de Bowen, 9 queratosis actinicas y 4 CECs) y 34 lesiones benignas (16
dermatitis de estasis, 5 queratosis seborreicas, 3 psoriasis, 2 queratosis liquenoides
benignas, 2 poroqueratosis, 1 liquen plano, 1 liquen simple crénico, 1 verruga plana, 1
dermatofibroma, 1 neurofibroma, 1 cicatriz hipertréfica). Ciento cuatro de estas lesiones

se localizaban en las piernas y 10 en los muslos.

Hallazgos en el CBC

Dermatoscopicamente, los casos de CBC mostraban, de una manera estadisticamente
significativa: estructuras blancas brillantes (crisalidas), erosiones / ulceraciones, vasos
atipicos, vasos arboriformes / telangiectasicos, telangiectasias cortas y finas, vasos
lineales irregulares, vasos polimorfos, multiples glébulos azul-grises, estructuras en hoja
de arce, nidos ovoides azul-grises, puntos dispersos enfocados y estructuras en rueda de
carro / concéntricas. En el estudio multivariante solo las estructuras blancas brillantes (p
= 0.027), las erosiones / ulceraciones (p < 0.001) y las telangiectasias finas cortas (p =

0.005) fueron estadisticamente significativas.

En cuanto a la MRC los criterios que fueron estadisticamente significativos en el estudio
bivariante fueron: el patron en panal de abejas regular, la polarizacion epidérmica
(“streaming”), las papilas no visibles, los cordones / nddulos basaloides, las
telangiectasias, los vasos ramificados, los vasos curvados, los vasos rectos, los vasos
polimérficos, los haces de colageno engrosados y la presencia de melanéfagos. En el

estudio multivariante los cordones / nédulos basaloides (p < 0.001), la polarizacién

113



Resumen global de los resultados

epidérmica (p = 0.001) y las papilas no visibles (p = 0.03) alcanzaron significacion

estadistica.

Hallazgos en enfermedad de Bowen / Carcinoma espinocelular (CEC)

La dermatoscopia en el grupo enfermedad de Bowen / CEC obtuvo como criterios
estadisticamente significativos en el analisis bivariante los vasos glomerulares y las areas
excentricas rosado-marronaceas sin estructura. En el estudio multivariante las areas
excéntricas rosado-marronaceas sin estructura (p = 0.001), los vasos puntiformes (p =
0.021) y los vasos glomerulares (p = 0.017) fueron estadisticamente significativos. Desde
el punto de vista de la MRC, la paraqueratosis, hiperqueratosis, las células en diana, la
desestructuracion epidérmica y los vasos visibles fueron estadisticamente significativos
en el estudio bivariante mientras que la hiperqueratosis (p = 0.005), las células en diana

(p = 0.044) y la desestructuracion epidérmica (p = 0.012) lo fueron en el multivariante.

Hallazgos en lesiones inflamatorias

En las lesiones inflamatorias los criterios dermatoscopicos estadisticamente significativos
fueron los vasos homogéneos, los vasos generalizados y la lamela cornoide. En el
estudio multivariante solo la erosion / ulceracion se mostr6 de forma estadisticamente
significativa como un criterio protector (p = 0.031). En cuanto a la MRC, los criterios con
significacion estadistica en el estudio bivariante fueron la paraqueratosis, la
hiperqueratosis, las papilas mal definidas, la papilomatosis y la presencia de células
inflamatorias en la dermis. En el estudio multivariante solo la presencia de células

inflamatorias dérmicas en la MRC fue significativa (p = 0.034).

Respecto al subgrupo de casos de dermatitis de estasis, los vasos generalizados (p =
0.026) y homogéneos (p = 0.002) en la dermatoscopia fueron estadisticamente
significativos en el estudio multivariante. En la MRC de las dermatitis de estasis, la
paraqueratosis, la espongiosis, los vasos glomerulares contorneados, las células
inflamatorias en la dermis y los grupos de colageno fueron los criterios con significacion

estadistica en el estudio bivariante.
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Correlacion entre técnicas

- Dermatoscopia-MRC: se realizé un estudio de correlacidn entre las diferentes técnicas y
se observo que los criterios dermatoscopicos clasicos de CBC (nidos ovoides azul-
grisaceos, estructuras en hoja de arce, estructuras en rueda de carro / concéntricas y los
puntos dispersos enfocados) se correlacionaban moderadamente con los noédulos /
cordones basaloides de la MRC (k = 0.426); las telangiectasias cortas y finas con los
vasos ramificados en la MRC (k = 0.442); y la ulceracion / erosién observada por

dermatoscopia con la ulceracion en la MRC (k = 0.470).

- MRC-Histopatologia: los nédulos / cordones basaloides encontrados en la MRC se
correlacionaron bien con los nidos basaloides de la histopatologia (k = 0.631), asi como
la hendidura (“clefting”) en la MRC con la hendidura en la histopatologia (k = 0.607). Por
otra parte, las células en diana observadas por MRC en la enfermedad de Bowen se
correlacionaron bien con las mitosis atipicas en la histopatologia (k = 0.455). Los haces
de colageno engrosados de la MRC se correlacionaron moderadamente con la

desmoplasia de la histopatologia (k = 0.439).

Precision diagndstica, sensibilidad y especificidad

En este trabajo también se calculd la precision diagndstica, sensibilidad y especificidad
de la valoracién clinica, dermatoscépica y por MRC. Los resultados se muestran en la
Tabla 1.

Técnica Precision diagndstica Precisién Sensibilidad | Especificidad
(Benignidad/Malignidad) (%) | diagndstica (%) (%) (%)
Valoracidn clinica 70.2 49.1 68.7% 73.5%
Dermatoscopia 79.8 59.6 85 67.6
MRC a ciegas 85.1 719 90 73.5
MRC 94.7 85.1 97.5 88.2

Tabla 1. Precisién diagnostica, sensibilidad y especificidad de cada técnica. MRC a ciegas: evaluaciéon por
Microscopia de reflectancia confocal a ciegas para las imagenes clinicas y dermatoscépicas; MRC:
Microscopia de reflectancia confocal
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Por ultimo, en la tercera parte del proyecto de investigacion se estudiaron las maculas
pigmentadas labiales de forma prospectiva en 4 hospitales terciarios con unidades de
referencia en Dermatologia (Hospital del Mar, Barcelona; Hospital Clinic, Barcelona;
Sydney Melanoma Diagnostic Centre, Sydney; Melanoma Institute Australia, Sydney)

durante el periodo comprendido entre Septiembre de 2015 y Diciembre de 2018.

Cincuenta pacientes (38 mujeres; 12 hombres) con 51 maculas pigmentadas labiales,
fueron incluidos en el estudio. La edad media fue de 54.5 +/- 18.1 afos. El principal
criterio de inclusion fue que se tratase de lesiones labiales pigmentadas y persistentes y
de localizacién completa o parcial en la mucosa oral. Las lesiones nodulares se
excluyeron del estudio. En todas ellas se realiz6 estudio histoldgico tras valoracion
clinica, dermatoscépica, de MRC vy calculo del RCM Lip Score (126) a ciegas para las

imagenes de dermatoscopia y el diagnodstico histopatoldgico.

El RCM Lip Score calcula un puntuacion de MM basado en 7 criterios. Se puntia un
criterio principal (presencia de células pagetoides dendriticas o redondeadas) con +2
puntos, y se puntuan 4 criterios menores (desestructuracion epitelial, papilas distribuidas
no homogéneamente, atipia celular marcada en la unidn epitelio-corion y distribucién
interpapilar de células atipicas en relacién con las papilas) con +1 punto cada uno. Se
incluyen 2 criterios protectores o benignos (patron en panal de abejas normal y papilas
distribuidas homogéneamente) que reciben una puntuacion de -1 punto cada uno. Una

puntuacién total de RCM Lip Score 24 es sospechosa de MM.

Hallazgos clinicos

Las lesiones correspondian a 46 lesiones benignas (23 maculas melandticas, 7
hiperplasias melanocitarias, 5 lesiones liquenoides, 3 lentigos solares, 2 efélides, 2
queratosis actinicas pigmentadas, 2 lentigos simples, 1 nevus compuesto, 1 hemangioma

arterio-venoso) y 5 MMs.

Clinicamente, las lesiones malignas mostraron un mayor tamafio en comparacion con las
lesiones benignas (34 mm vs 8.75 mm; p < 0.001), mas asimetria (100% vs 45.7%; p =
0.037) y afectaban con mayor frecuencia la mucosa y piel labial de forma simultanea
(60% vs 2.2%; p = 0.002).
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Hallazgos dermatoscépicos

Dermatoscopicamente, se objetivd que las lesiones malignas presentaban con mayor
frecuencia =3 colores (80% vs 28.6%; p = 0.043) y =3 estructuras (80% vs 24.4%; p =
0.025). Ningun color ni estructura mostraba diferencias estadisticamente significativas

entre las lesiones benignas y las malignas.

Hallazgos de MRC

Los criterios que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las lesiones
malignas y las benignas fueron: la presencia de células grandes brillantes en capas
epiteliales (células pagetoides), especialmente redondeadas, pero también dendriticas; la
proliferacién continua de células grandes brillantes alrededor de la papilas dérmicas; la
distribucion no homogénea de las papilas; la atipia celular marcada en la unién epitelio-
corion; el mayor numero de células dendriticas brillantes por papila y la presencia de

células atipicas redondas en la union epitelio-corion.

En todos los casos se determiné el RCM Lip Score,(126) observandose un RCM Lip
score medio significativamente mayor en los melanomas (3.8 +/- 2.39) que en las
lesiones benignas (- 0.67+/- 1.75), p < 0.001. Sin embargo, en 2 MMs la puntuacién fue
<4 (FNs del RCM Lip Score); una lesion obtuvo una puntuacién de 0 debido a que en su
mayor parte se localizaba en la regién cutanea del labio con cambios sutiles en mucosa y
el RCM Lip Score no fue disefiado para valorar imagenes cutaneas. No obstante, se
diagnostico de forma correcta como lesidon maligna ya que la region cutanea exhibia
criterios dermatoscoépicos y de MRC descritos para el LM.(127-129) EI segundo FN era
una lesién incipiente, en la cual la biopsia excisional reveld una proliferacién melanocitica
atipica con solo progresion focal a LM, que pudo haber pasado por alto en la valoracion
por MRC.

Por el contrario, el RCM Lip Score solo obtuvo un FP, una macula melanética con un Lip
Score de 5 debido a desestructuracion epitelial, células dendriticas pagetoides atipicas,
distribucion asimétrica de las papilas y distribucion interpapilar de células atipicas. La
biopsia parcial mostré un aumento de melanocitos basales con escasas células de
Langerhans en capas suprabasales que no permitian definir de forma precisa la

naturaleza de las células intraepidérmicas dendriticas visualizadas en la MRC.
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En el analisis multivariante, Unicamente el RCM Lip Score mostré una relacion
estadisticamente significativa con una Odds Ratio de 1.6 (p = 0.034, IC: 1.04-2.5).

Hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos

Los criterios histopatolégicos que nos permitieron diferenciar las maculas pigmentadas
labiales de los melanomas fueron la atipia melanocitaria (100% vs 14.3%, p = 0.001), la
hiperplasia melanocitica en la H&E (75% vs 16.7%, p = 0.028) y inmunohistoquimica con
Melan-A (100% vs 14.3%, p = 0.04) y SOX-10 (100% vs 20.6%, p = 0.015), y el
crecimiento pagetoide de melanocitos (75% vs 2.4%, p = 0.001). Algunas lesiones
benignas mostraron atipia melanocitaria (14.3%, 6/42), hiperplasia melanocitaria en la
H&E (16.7%, 7/42) y crecimiento pagetoide (2.4%, 1/42).

Correlacion entre técnicas

- Dermatoscopia-RCM: Se correlacioné la dermatoscopia con la MRC y se observo que el
velo azul-blanquecino se correlacionaba bien con los nidos de células dispersas en el
corion (k=0.656), atipia celular marcada (k=0.483) y la proliferacion continua de células
brillantes grandes y atipicas (k=0.483) en la valoracion por confocal. Las estructuras de
regresion en dermatoscopia se correlacionaron con las papilas no visibles por MRC
(k=0.536).

- MRC-Histopatologia e inmunohistoquimica: Tanto las células pagetoides en general
como las células pagetoides redondas (pero no las dendriticas pagetoides) se
correlacionaron bien con el crecimiento pagetoide en el estudio histopatolégico (k=0.434
y k=0.553, respectivamente). Por su parte la atipia celular marcada en la union epitelio-
corion por MRC se correlacion6 con la atipia melanocitaria en la histopatologia (k=0.401)
y las células atipicas redondeadas en la union epitelio-corion por MRC con la atipia
melanocitaria (k=0.511) y la hiperplasia melanocitica en la inmunohistoquimica (k=0.425).
Los nidos de células en el corion de la MRC se correlacionaron con los nidos
melanocitarios en la histopatologia (k=0.477) y las células brillantes engrosadadas dentro
de las papilas se correlacionaba con el infiltrado inflamatorio (k=0.575).

Se observo una alta correlacion entre el numero de células atipicas en la unién epitelio-
corion en 1 mm? por MRC vy la densidad melanocitaria en las tinciones melanociticas

(Pearson = 0.724, p < 0.001). Ademas, el numero maximo de células dendriticas por
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papila observado en la MRC se correlacioné bien con la densidad melanocitaria en las

tinciones melanociticas (Pearson = 0.606, p < 0.001).

Precision diagnéstica / Sensibilidad / Especificidad

La precision de la dermatoscopia y de la MRC para el diagnéstico de MM fue valorada a
ciegas para la histopatologia. Los resultados se muestran en la Tabla 2. La MRC a ciegas
fue menos sensible pero mas especifica que la valoracion clinica y dermatoscopica. La
evaluacion mediante MRC después de la valoracién clinica y dermatoscoépica (escenario

clinico real) obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%.

Cx-Dx 53.2 89.4 80 90.5
MRC a ciegas 47.1 94.1 60 97.8
MRC 62.7 100 100 100

Tabla 2. Precisién diagndstica, sensibilidad y especificidad de cada técnica Cx-Dx: valoracion clinico
dermatoscépica; MRC a ciegas: valoracion por microscopia de reflectancia confocal mediante el RCM Lip
Score a ciegas para las imagenes clinico-dermatoscopicas; MRC: microscopia de reflectancia confocal tras
valoracion de las imagenes clinicas y dermatoscopicas.
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Desde su introduccion en la Dermatologia a finales de los 90, multiples estudios han
intentado demostrar la utilidad de la microscopia de reflectancia confocal (MRC) in vivo
en las enfermedades de la piel. Se ha descrito que la MRC presenta una mejor precisién
diagnostica que la dermatoscopia en la deteccion de tumores malignos, con una mayor
confianza diagndstica, permitiendo evitar biopsias innecesarias de lesiones
benignas.(91,130-134) Se trata de una técnica que junto a su valor diagnostico en
tumores cutaneos (Anexo 1), puede ser de ayuda en la seleccién de la zona mas
representativa para biopsiar,(135) en la delimitacién pre/intra-quirirgica de los margenes
tumorales en lesiones mal delimitadas,(135,136) en la monitorizacion de lesiones
melanociticas en el tiempo (88,89) y en la monitorizacién de la respuesta tumoral a los

tratamientos no invasivos.(137-142)

Sin embargo, aunque la principal limitacion de la MRC para su difusion global (en
comparacion con la dermatoscopia) es el elevado coste del dispositivo, un analisis coste-
beneficio llevado a cabo en Europa por Pellacani y colaboradores, ha demostrado que el
uso de la MRC consigue reducir costes al evitar extirpaciones innecesarias de lesiones
benignas.(143) En este estudio la MRC facilité una reduccién en el numero necesario
para extirpar o NNE (numero de lesiones extirpadas para detectar un melanoma),
pasando de 19.41 (solo con dermatoscopia) a 6.25 (dermatoscopia + MRC), lo que
representa una reduccién de alrededor del 70% de las lesiones benignas biopsiadas.
Este punto supondria un ahorro anual en torno a los 280.000 euros para el sistema

europeo de atencion médica en el manejo del MM y CCNM.(143)

Utilidad de la MRC en las maculas faciales pigmentadas en piel fotodanada

Las maculas faciales pigmentadas representan una consulta dermatolégica
extremadamente frecuente, especialmente en pacientes de edad avanzada con
importante dafo solar. Existe una gran variedad de lesiones que se pueden presentar
clinicamente como maculas faciales pigmentadas, tanto malignas (LM / LMM, CBC
pigmentado) como benignas (queratosis actinica pigmentada, queratosis seborreica,
queratosis liquenoide benigna, lentigos solares, nevos melanociticos o nevos azules). El
LM es una neoplasia intraepitelial que evoluciona lentamente, y sin tratamiento, puede
progresar a un melanoma invasivo (LMM) vy, por lo tanto, con potencial metastasico. Por
esta razon, y teniendo en cuenta que las lesiones pigmentadas faciales son un motivo
frecuente de consulta en Dermatologia y Medicina cosmética, resulta crucial identificar un

LM incipiente antes de realizar tratamientos con laser u otros procedimientos
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dermocosmeéticos que sin ser curativos puedan enmascarar, dificultar y retrasar el

diagnodstico de un melanoma.

Las peculiares caracteristicas de la piel facial (aplanamiento de las crestas de la UDE, un
mayor numero y tamafo de los foliculos pilosos y de los acrosiringios, la presencia de
una intensa elastosis solar) hacen que las lesiones pigmentadas en esta zona no
muestren un reticulo pigmentado. La distribucidn del pigmento alrededor de los foliculos
pilosos forma un pseudoreticulo que se halla presente tanto en lesiones melanociticas
como no melanociticas. Por todo ello, los criterios dermatoscopicos de malignidad
habituales (de zonas cutaneas no fotoexpuestas créonicamente) no suelen ser utiles para
el diagnostico precoz del LM y hacen que la interpretacion dermatoscopica de estas
lesiones sea mas compleja. Sin embargo, se han descrito distintos criterios
dermatoscopicos que pueden ser de utilidad en la valoracién de estas lesiones. Tabla 3

(99,127,128)

Criterios dermatoscopicos en maculas faciales pigmentadas

Lentigo maligno/ Queratosis actinica Lentigo solar/ Queratosis
Lentigo maligno pigmentada Queratosis liquenoide
melanoma seborreica benigna
incipiente
Criterios Aberturas foliculares Aberturas foliculares Aberturas Cualquier
clasicos de con pigmentacion con pigmentacion foliculares con criterio de
Stolz (127) asimétrica asimétrica pigmentacion queratosis
asimétrica seborreica o
lentigo solar
Estructuras Estructuras Areas con patrén Granulos gris
romboidales romboidales en huella digital marrones
pigmentadas pigmentadas marrén claro localizados o
difusos

Patron anular granular

Manchas oscuras y

obliteracion de negros coérneos blanquecinos
aberturas foliculares localizados o
difusos

Patrén anular

granular

Globulos o puntos

Areas amarillentas

opacas

Pseudoquistes

Granulos gris
azulados
localizados o
difusos

Granulos gris-
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Nuevos
criterios de
Pralong (128)

Otros criterios
(99)

Estructuras en diana

Oscurecimiento al
examen

dermatoscépico

Estructuras

romboidales rojas

Aumento de densidad

de la red vascular

Pseudoreticulo
Circulo dentro de otro
circulo (estructuras en

diana)

Puntos gris pizarra
(“dust-like dots”)

Glébulos gris pizarra

Proyecciones gris-

marrén

Areas homogéneas

oscuras / azuladas

Areas blanquecinas

cicatriciales

Areas rojo lechosas

Patron en “zig-zag”

Pseudoreticulo roto

Tapones de queratina

Circulo dentro de otro
circulo (estructuras

en diana)

Proyecciones gris-

marrén

Pseudoreticulo

Puntos gris pizarra
(“dust-like dots”)

Glébulos gris pizarra

Quistes de millium

Estructuras

cerebriformes

Vasos en horquilla

Bordes apolillados

Pseudoreticulo

Bordes abruptos

Signo de la

gelatina

Tabla 3. Criterios dermatoscépicos de

colaboradores.(144)

las maculas faciales pigmentadas. Adaptado de Lallas vy
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El problema reside en que un grupo heterogéneo de lesiones benignas pueden mostrar
criterios dermatoscoépicos propios de malignidad (con una baja especificidad de los
criterios de dermatoscopia),(144,145) y que algunos LM / LMM pueden presentar a su
vez criterios de lesidbn benigna (con una baja sensibilidad de los criterios de
dermatoscopia).(146,147) El unico criterio que ha demostrado ser altamente especifico
de LM / LMM son las manchas oscuras o negruzcas, aunque representa un parametro

tardio raramente presente en fases iniciales (LM).(147,148)

Por todo ello, no resulta excepcional que en muchas lesiones faciales no sea posible
establecer un diagndstico preciso y que sea necesaria la incorporaciéon de pruebas
complementarias adicionales, incluyendo la practica de una biopsia cutanea (gold

standard) o si se dispone, de un estudio mediante MRC in vivo.

En la primera parte del proyecto de investigacion se revisa nuestra experiencia en el
diagnoéstico de las maculas faciales pigmentadas en piel fotodanada. Este trabajo
prospectivo intenta valorar si la MRC es una técnica lo suficientemente fiable para
discernir entre maculas faciales benignas y malignas en ausencia de criterios
dermatoscépicos de malignidad evidentes, considerando que los criterios clasicos de LM
pueden no ser utiles en el diagnostico de los melanomas faciales incipientes y que existe
una cierta superposicion entre los criterios dermatoscopicos descritos para lesiones

faciales benignas y malignas.

En nuestro estudio hemos podido observar que los criterios dermatoscopicos clasicos de
Stolz y colaboradores (127) fueron insuficientes para el diagnéstico de LM, ya que todos
los casos de maculas pigmentadas faciales ambiguas presentaban como minimo 1
criterio clasico de Stolz. Dentro de los criterios dermatoscoépicos de LM postulados mas
recientemente,(128,144) solo las estructuras tipo diana resultaron ser de utilidad en la
diferenciacion entre lesiones benignas y malignas. Esta ausencia de criterios especificos
de LM obliga a valorar el posible rol de otras técnicas no invasivas y concretamente de la

MRC en el diagndstico de LM, evitando la realizacion de biopsias cutaneas.

Guitera y colaboradores propusieron en 2010 un algoritmo de MRC (LM Score) para la
valoracion de lesiones pigmentadas faciales basado en 6 criterios que permitia establecer
una puntuacion para el diagnostico de LM.(124) Al aplicar dicho algoritmo en nuestra
serie, detectamos una sensibilidad diagnéstica del 91.7% con una especificidad del

86.8% (como consecuencia de 2 FNs y 5 FPs). Estos porcentajes fueron similares a los
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descritos en el trabajo original con una sensibilidad del 85% y una especificidad del
76%.(124) En un estudio prospectivo reciente realizado por Menge y colaboradores,(149)
en 63 lesiones clinicamente equivocas de 17 pacientes, la MRC fue concordante con el
examen histopatolégico en 56 casos (89%), con 7 FPs y ningun FN, alcanzando una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 71%. Los autores atribuian los FPs
observados a la presencia de dafo solar. En nuestro estudio, los 5 FPs se debieron a la
presencia de células pagetoides grandes y redondeadas y/o células atipicas en la capa
basal. Los hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos confirmaron que las células
intraepidérmicas presentes en algunas lesiones benignas correspondian a ceélulas de
Langerhans intraepidérmicas CD1a+. En 2 FPs, los hallazgos de MRC que indujeron a la
confusién fueron los cambios post-radioterapia con una hiperplasia melanocitaria en la

capa basal y la presencia de células de Langerhans intraepidérmicas.

Estudios posteriores también han descrito la presencia de células dendriticas pagetoides
hiperrefractiles (células de Langerhans) en la MRC como causa frecuente de resultados

FPs en lesiones benignas.(150-152)

La caracteristica mas frecuentemente observada en nuestros casos de LM / LMM fue la
presencia de células atipicas en la capa basal (19 de 24 casos, 79%). Sin embargo, este
criterio de MRC también se observé en casi un 25% de las maculas pigmentadas faciales
benignas (9 de 39 casos). Estas células atipicas basales fueron casi siempre de
morfologia dendritica por MRC y se relacionaban histopatolégicamente con la hiperplasia
melanocitaria basal y en los LM tendian a fusionarse y presentar atipia histolégica.
Algunas lesiones benignas en piel fotodafiada pueden presentar también hiperplasia
melanocitaria que, en algunos casos, puede ser intensa y manifestarse en la MRC como
células dendriticas en la UDE (>3 por imagen de confocal, 500x500 um). Ademas, la
hiperplasia melanocitaria puede presentar atipia, especialmente tras exposicién solar o
tratamientos con radioterapia, lo que daria lugar a resultados FPs en la MRC. De forma
relevante, en nuestro estudio, ningun control no lesional presenté hallazgos en la MRC

qgue pudieran conducir a un diagnéstico erroneo de LM.

La confluencia de los melanocitos basales atipicos se relacionaba dermatoscépicamente
con estructuras romboidales pigmentadas y aberturas foliculares con pigmentacion
asimétrica. La correspondencia entre los hallazgos dermatoscépicos y de MRC en las
maculas pigmentadas faciales ha sido estudiada recientemente por De Carvalho y

colaboradores, con unos resultados similares.(153)
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Otra caracteristica importante por MRC es la presencia de células pagetoides grandes y
redondeadas, que se observaron en 16 lesiones malignas. La visualizacién de las células
intraepidérmicas refractiles también es comun en lesiones benignas sobre piel
fotodafiada, pero generalmente tienen una morfologia dendritica. En nuestro estudio
pudo demostrarse que estas células correspondian a células de Langerhans, con una
morfologia y reflectancia similar a melanocitos, generando dudas razonables y confusion
con lesiones malignas. Este hallazgo en la MRC también lo describi6 Hashemi vy
colaboradores en un estudio sobre lesiones melanociticas, donde las células pagetoides
brillantes en la MRC condujo a un numero elevado de falsos positivos, en gran medida
debidos a la presencia de células de Langerhans intraepidérmicas.(151) La presencia de
células dendriticas y/o redondeadas se ha establecido como un signo de MRC altamente
especifico para el diagnostico de LM / LMM.(124) Sin embargo, Nascimento vy
colaboradores mostraron que la presencia de células dendriticas en las capas
epidérmicas alrededor del foliculo piloso (sin invadir el infundibulo) es un hallazgo
frecuente en lesiones benignas tipo queratosis actinica pigmentada, junto a un patrén en

panal de abejas atipico.(147)

Por otro lado, De Carvalho y colaboradores identificaron las estructuras “en cabeza de
medusa”, el foliculotropismo y las “células atipicas pagetoides y/o juncionales” como
cambios caracteristicos que ayudan a establecer el diagndstico diferencial entre LM /
LMM vy lesiones no melanociticas en la regién facial.(153) En otro estudio, las células
pagetoides redondeadas, a priori mas especificas de malignidad que las dendriticas, solo
se hallaron en el 62% de los LM / LMM estudiados, mientras que las células dendriticas /
dendritas brillantes en la epidermis podian observarse en hasta un 78.5% de las
queratosis actinicas pigmentadas, aunque en menor cantidad que en las lesiones
malignas y sin infiltrar la region interna del infundibulo folicular.(154) Ademas, se objetivo
que los LM / LMM presentaban con mayor frecuencia un contorno folicular mal definido
(36.8% vs 3.5%; p = 0.004) y un contorno folicular con presencia de protrusiones /
protuberancias sobresalientes (62% vs 7.1%; p <0.001) pequefias o alargadas (que
cuando rodean todo el perimetro del foliculo se les llama estructuras “en cabeza de
medusa”) en comparacion con las queratosis actinicas pigmentadas. Las estructuras
dendriticas y/o células redondeadas en el area perifolicular fueron mas prevalentes en
lesiones malignas (68.4% vs 32.1%; p < 0.001), mientras que el foliculotropismo
(infiltracion de la porcion interna del foliculo piloso por células dendriticas / redondeadas)
fue un hallazgo caracteristico de LM / LMM (68.4% vs 7.1%; p = 0.001).
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En nuestra serie identificamos 6 criterios histopatoldgicos estadisticamente significativos
que podian ayudar a diferenciar las lesiones malignas de las benignas. Sin embargo, en
la practica clinica el estudio inmunohistoquimico de las lesiones melanociticas es una
herramienta util adicional en el diagnéstico de las maculas pigmentadas faciales. La
tincion Melan-A es la técnica mas utilizada, sin embargo, algunos autores han
cuestionado su utilidad diagndstica en el LM / LMM, ya que la piel sana fotodanada, los
lentigos solares y las queratosis actinicas pueden presentar un namero significativo de
células melan-A+.(125) En este sentido, algunos estudios han investigado el papel de
otros marcadores nucleares en el diagnostico de lesiones melanociticas intraepiteliales,
como MITF(156,157) y SOX10(158). Dos estudios mostraron que MITF era mas
especifico que Melan-A para diagnosticar LM, pero SOX10 tenia una sensibilidad menor.
(157,158)

En nuestro trabajo, hemos demostrado que las lesiones malignas tienen un numero
significativamente mayor de melanocitos basales e intraepidérmicos que las lesiones
benignas. Ademas, las células intraepidérmicas grandes y redondeadas que se
observaron con MRC se correlacionaron con la proliferacién pagetoide demostrada por
inmunotincién, pero no por H&E. De esta manera, la realizacion de inmunotinciones
podria recomendarse cuando la valoracion por MRC mostrase células intraepidérmicas

grandes y redondeadas.

Se objetivd una buena correlacion entre las 3 tinciones, si bien en las lesiones malignas
la tincion con melan-A fue ligeramente superior a MITF y SOX10. En las lesiones
benignas, la expresion de Melan-A, MITF y SOX10 fue muy similar. Estas tinciones
inmunohistoquimicas (Melan-A MITF y SOX10) fueron mas sensibles que la tincion
convencional con H&E en la detecciéon de melanocitos y podrian ser de utilidad para
demostrar la hiperplasia melanocitica en casos de LM / LMM. En este sentido, y en
concordancia con estudios previos, la tincion con Melan-A podria sobreestimar el nimero
de melanocitos en comparacion con MITF y SOX10.(156-158) Sin embargo, en nuestro
estudio, estas diferencias solo fueron estadisticamente significativas en el grupo de
lesiones malignas, probablemente como consecuencia de presentar una mayor densidad

de melanocitos.

Estudios recientes han confirmado la utilidad de la MRC en el estudio de lesiones en
zona facial o cervical,(97,134) al tratarse de zonas facilmente explorables por MRC

(epidermis a menudo atréfica) y con un intenso dafio solar (fotoexpuestas) en las que los
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hallazgos dermatoscopicos pueden ser poco concluyentes. Por su parte, Cinotti y
colaboradores han descrito una mayor sensibilidad de la MRC respecto a la
dermatoscopia en LM / LMM faciales amelanéticos o recurrentes.(150) La MRC es una
herramienta diagndstica capaz de identificar proliferaciones muy incipientes de pocos

melanocitos malignos que aun no expresan cambios dermatoscépicos relevantes.

En su estudio, Cinotti y colaboradores estudiaron 223 lesiones faciales y observaron que
el nivel de confianza de los investigadores en el diagnéstico fue mayor con MRC que con
dermatoscopia, lo que parece confirmar que la dermatoscopia suele plantear dudas
diagnoésticas en lesiones faciales, mientras que la MRC proporciona un tipo de
informaciéon mas cercana a la técnica gold standard: la histopatologia, proporcionando

mas elementos para establecer un diagnéstico.(150)

En resumen, podemos concluir que la MRC es una técnica diagndstica valida para el
estudio de las lesiones pigmentadas planas faciales complementaria a la evaluacién
clinico-dermatoscépica. Nuestro trabajo ratific6 y amplié el conocimiento de la MRC en
este contexto clinico concreto con respecto a trabajos anteriores y obtuvo unos

resultados en consonancia con algunas series publicadas a posteriori.

Utilidad de la MRC en las lesiones cutaneas planas y rosadas en las piernas

Las lesiones rosadas representan verdaderos desafios para el dermatdlogo, ya que la
interpretacion de los colores y patrones en una lesion es clave en dermatoscopia y la

ausencia de pigmentacion incrementa el grado de dificultad de la exploracion.

El diagndstico diferencial de las lesiones rosadas es amplio y heterogéneo, incluyendo
lesiones tumorales (enfermedad de Bowen, queratosis actinica, CEC, CBC, melanoma
amelandtico / hipomelandtico, queratosis seborreica, acantoma de células claras (Anexo
2), nevus melanocitico, angioma, dermatofibroma, neurofibroma), lesiones inflamatorias
(dermatitis de estasis, liguen plano, queratosis liquenoide benigna, poroqueratosis,
psoriasis, liquen aureus, liquen simple crénico) y enfermedades infecciosas (verruga
plana). Muchas de estas lesiones a menudo presentan caracteristicas clinicas y
dermatoscépicas vagas, inespecificas y superpuestas. Estas lesiones suelen asimismo
plantear problemas diagndsticos no solo por la escasez de signos clinicos y
dermatoscoépicos especificos sino también por la coexistencia de grados variables de

xerosis, dafo solar y dermatitis de estasis venoso.
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Dado que los algoritmos dermatoscopicos utilizados habitualmente para las lesiones
pigmentadas son de escasa utilidad en el diagnéstico de las lesiones rosadas,(161) en
los ultimos afos se han descrito patrones dermatoscépicos para intentar facilitar el
diagnéstico de este tipo de lesiones, basados fundamentalmente en |la

vascularizacion.(162—165)

En nuestro estudio hemos observado, de acuerdo con los patrones descritos en la
literatura, que la enfermedad de Bowen se caracteriza tipicamente por escamas
superficiales y vasos glomerulares / punteados dispuestos en grupos, el CBC superficial
por telangiectasias cortas, areas brillantes de color blanco rosado y multiples erosiones
de pequeno tamafo, y la dermatitis por estasis venoso se define por una superficie
escamosa y vasos glomerulares / punteados homogéneos con una distribucién

generalizada.

Sin embargo, criterios dermatoscépicos importantes, como los vasos glomerulares /
punteados o la escama superficial, se observan en distintas entidades, lo que da lugar a
una reduccion de la especificidad dermatoscopica y de la precision diagndstica en esta

localizacion (extremidades inferiores).

En contraste, la MRC aporta una ventaja significativa tanto a la clinica como a la
dermatoscopia en este tipo de lesiones ya que visualiza la piel en una escala de grises, y
se basa en las propiedades refractivas de las estructuras subyacentes, cuyo color puede
no detectarse en la superficie mediante dermatoscopia. Las lesiones melanociticas
hipopigmentadas valoradas por MRC, como consecuencia de la reflectancia de los
melanosomas y organelas intramelanocitarias (incluso en ausencia de pigmento melanico
en la dermatoscopia), presentan en la MRC siluetas celulares de melanocitos brillantes.
Ademas, los queratinocitos situados alrededor de la lesién carecen de melanina o
melanosomas y, por lo tanto, proporcionan un fondo de refractividad relativamente bajo
en el que destacan los melanocitos refractiles, compensando asi la menor cantidad de
melanina en su interior. En cambio, en tumores queratinizantes, los granulos de queratina

y queratohialina son la fuente de contraste.

Nuestro estudio, en concordancia con la literatura previa, mostré a través del analisis
multivariante los siguientes criterios de MRC significativos en el CBC: cordones / nédulos
basaloides, polarizacién epidérmica y papilas no visibles.(128,164) Los cordones /

nodulos basaloides se correlacionaban con los criterios dermatoscoépicos clasicos de un
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CBC pigmentado y con la presencia histologica de nidos basaloides. El grupo
enfermedad de Bowen / CEC mostré: hiperqueratosis, células en diana vy
desestructuracion epidérmica.(93,167-169) Curiosamente, las células en diana
observadas por MRC, correlacionadas previamente con queratinocitos disqueratdsicos,
se asociaron estadisticamente con la observacion histopatologica de mitosis atipicas.
Posiblemente sea debido a que los casos con mas displasia epitelial y disqueratosis
presentaban también mayor numero de mitosis. Por ultimo, en el grupo de lesiones
inflamatorias se objetivd la presencia de células inflamatorias dérmicas.(170) Sin
embargo, la concordancia con el nivel / intensidad de inflamacion histopatolégico fue

pobre, probablemente debido a la dificil valoracién de las estructuras dérmicas por MRC.

Otros criterios como la espongiosis, la paraqueratosis y los vasos sanguineos en forma
de S o redondeados no mostraron asociacion estadisticamente significativa con el grupo
de enfermedades inflamatorias debido al pequefio nimero de casos y a la presencia de

estos criterios en algunos casos del grupo enfermedad de Bowen / CEC.

Sorprendentemente, el analisis multivariante no mostré significacion de ningun tipo de
vasos; quizas debido a una mayor prevalencia de vascularizaciéon en las extremidades
inferiores, a una frecuente superposicion de patrones vasculares entre las diferentes
entidades, y a dificultades técnicas al valorar las caracteristicas de la dermis en lesiones
hiperqueratésicas. Por su parte, Guitera y colaboradores (171) en su serie de 191
lesiones rosadas (en cualquier localizacion) observé que una proporcion no despreciable
de los MMs incluidos (21 de 45 MMs, 46.7%) presentaba vascularizacion en la MRC,
incluso vasos de tipo glomerular o telangiectasico, tipicamente atribuidos a otras
patologias como son la enfermedad de Bowen o el CBC. Todo ello, ilustra la complejidad
del diagndstico de las lesiones rosadas en funcién exclusivamente de la morfologia de las

estructuras vasculares.

En nuestro estudio la valoracion clinica y dermatoscépica obtenia una tasa elevada de
diagnosticos erréneos en lesiones planas rosadas de las piernas, mientras que la MRC
mejoraba la precision diagndstica. En la valoracion clinica, se observé una tendencia a
subestimar las lesiones rosadas malignas; mientras que en la dermatoscopica debido a la
intensa vascularizacion en las lesiones rosadas de las piernas se tendia a sobreestimar
malignidad. La dermatoscopia evidenci®é una baja precisién diagnéstica (59.6%),
sensibilidad moderadamente buena (85%), pero baja especificidad (67.6%), incluso

menor que el examen clinico. Estos valores obtenidos por la dermatoscopia son
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parecidos a los observados en otro estudio de lesiones rosadas en el que se hallé una
sensibilidad del 70% y una especificidad del 56%.(161)

La MRC a ciegas demostréo niveles ligeramente mas altos de sensibilidad (90%),
especificidad (73.5%) y precisién diagnostica (71.9%). Por su parte, la valoracion por
MRC tras exploracién clinica y dermatoscoépica, que seria un modelo de exploracién mas
realista, consiguié aumentar la sensibilidad (97,5%), especifiidad (88.2%) y la precision
diagnéstica (85,1%).

Estos resultados son similares a los descritos en un estudio previo,(172) en el que se
demostré una mejora en el diagndstico de las lesiones hipopigmentadas basado en MRC
(especificidad 84%, IC 95%: 66.3-94.5) en comparacién con la dermatoscopia
(especificidad 39%, IC 95%: 23.7-56.2). Curiosamente, en este mismo estudio se
evidencio que la especificidad de la MRC era mejor en lesiones hipopigmentadas que en
lesiones pigmentadas de una manera estadisticamente significativa (84% vs 65%, p <
0.001).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio corroboran el interés de la aproximacién
combinada de la dermatoscopia y la MRC en el diagnéstico de las lesiones planas
rosadas en las piernas. Esta complementariedad también se objetivé en otro estudio
llevado a cabo por Guitera y colaboradores, en el que tras valorar una serie de 191
lesiones amelandticas e hipopigmentadas (incluyendo 45 melanomas) mediante
dermatoscopia y MRC, observaron que combinando ambas técnicas ningun melanoma

de la serie habria dejado de ser biopsiado para confirmacion histopatologica.(171)

En vista de los resultados de nuestro estudio, se propuso un algoritmo de MRC de
aplicacion en practica clinica (Fig. 11) para mejorar el diagndstico de las lesiones
cutaneas planas y rosadas de las piernas, en el que los criterios principales se obtuvieron
a partir de los resultados del analisis multivariante. Se agregd un paso inicial a este
algoritmo para descartar una lesion melanocitica, de acuerdo con otros algoritmos de
MRC propuestos en lesiones rosadas solitarias,(173) ya que el cribado del MM es

primordial cuando se valoran este tipo de lesiones.

La principal limitacién de nuestro estudio fue que no se consiguié incluir ningun caso de
melanoma amelanético / hipomelandtico localizado en las piernas, debido a la baja

prevalencia de este subtipo de melanoma maligno en la poblacion.
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Figura 11. Algoritmo diagnéstico por microscopia de reflectancia confocal para lesiones rosadas planas en
las piernas. *Presencia de nidos / engrosamientos juncionales y/o nidos dérmicos y/o células atipicas
extendidas por la UDE; CBC: carcinoma basocelular; QA/CEC: Queratosis actinica / Carcinoma
espinocelular.

Utilidad de la MRC en las maculas labiales pigmentadas

Las maculas labiales pigmentadas comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades
con distinta relevancia clinica y aproximacién terapéutica, incluyendo desde lesiones
inflamatorias a neoplasicas. Debido a la falta de criterios clinicos y dermatoscopicos
especificos de MM oral, especialmente en fases tempranas, con frecuencia suele ser
necesaria la realizacion de biopsias de la mucosa oral para establecer un diagnostico

definitivo.

En nuestro estudio hemos observado que el mayor tamafio de una lesion, la asimetria y
la afectaciéon concomitante de la piel y la mucosa confieren un mayor riesgo de

malignidad. El 60% (3/5) de los MM afectd tanto a la piel como a la mucosa, mientras que
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esta afectacion solo se observd en una lesién benigna (2.2%). Dicha lesion fue
diagnosticada histopatolégicamente como una hiperplasia melanocitica atipica basada en
dos biopsias en sacabocados de 4mm y un tiempo de seguimiento de 12 meses.

En nuestra opinidn, todas las biopsias de la mucosa con hiperplasia melanocitica deben
ser controladas periddicamente, rebiopsiadas o incluso extirpadas por completo debido a
que pueden corresponder a melanomas incipientes, ya que las maculas melandticas por
definiciéon deberian exhibir un numero normal de melanocitos o solo un ligero
aumento.(174,175) En nuestro estudio, las 7 hiperplasias melanociticas incluidas (5 con
atipia) han sido controladas durante 6-18 meses y todas ellas fueron biopsiadas al menos
en una ocasion con resultados benignos. En este escenario, un control estricto y

periédico mediante MRC podria evitar la practica de biopsias adicionales.

Dermatoscopicamente, observamos que cualquier color o estructura dermatoscopica
podia estar presente tanto en lesiones benignas como en malignas. Sin embargo, la
observaciéon de un patron multicomponente (= 3 estructuras) o = 3 colores en una lesién
deberia aumentar la sospecha de malignidad. Estos resultados son similares a los
descritos en articulos anteriores en los que se objetivd la presencia de asimetria, un

patron multicomponente y colores multiples en lesiones malignas.(176-178)

Respecto al estudio por MRC, las células redondeadas (basales y/o suprabasales) y una
mayor densidad de células dendriticas por papila fueron indicios de malignidad de
acuerdo con estudios previos.(179—181) Detectamos, en concordancia con otros autores
125), que la presencia de células pagetoides redondas y/o dendriticas, la proliferacidon
continua de melanocitos alrededor de la papila dérmica, la atipia celular marcada en la
UDE, la desestructuracion epidérmica, la presencia de células redondas atipicas en la
UDE vy la distribucién no homogénea de las papilas dérmicas también eran hallazgos que

sugerian malignidad.

De forma similar a estudios previos observamos algunas maculas melandticas de “tipo
dendritico” con un patrén dendritico irregular (maculas melanéticas con unos hallazgos de
MRC superpuestos a los observados en un MM) que representaron un verdadero reto
diagnostico.(181,182) En algunos casos, las células dendriticas observadas se
correlacionaron histopatolégicamente con células de Langerhans.

Sin embargo, no se detecté una correlacion estadisticamente significativa entre las
células dendriticas observadas en la MRC y las células de Langerhans visualizadas

mediante técnicas inmunohistoquimicas, tal vez como consecuencia de las dificultades
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existentes en la diferenciacion entre las células de Langerhans y los melanocitos por
MRC. Dicha falta de correlacion podria asimismo explicarse por las dificultades que se
plantean al valorar una misma zona mediante histologia y MRC, ya que ambas técnicas
valoran distintos planos espaciales. Pudo demostrarse, en contraste, una correlacion
entre el numero de células atipicas en la UDE por MRC vy la densidad melanocitica basal

valorada mediante tinciones inmunohistoquimicas melanociticas.

Observamos que la valoracién clinico-dermatoscépica presentaba una sensibilidad y
especificidad notables para el diagnéstico de maculas pigmentadas labiales, y que la
MRC representaba una herramienta adicional para mejorar la precision diagnéstica. El
estudio de las maculas pigmentadas labiales mediante una valoracién clinico-
dermatoscoépica y por MRC a ciegas presentaban por separado una tasa elevada de
diagnésticos erréneos, aunque la MRC a ciegas presentaba una menor sensibilidad que
el examen clinico-dermatoscépico. La MRC tras la valoracién clinico-dermatoscopica

obtuvo la mayor precision diagnéstica, sensibilidad y especificidad.

Desafortunadamente, la precision de la MRC para un diagndstico concreto se mantuvo
ligeramente baja (62.7%). Este fendmeno podria explicarse por las dificultades que se
plantean para establecer un diagnéstico preciso entre la amplia gama de posibles
entidades benignas, especialmente cuando solo difieren en la presencia de escasas
células inflamatorias en la unién epitelio-corion, por una leve pigmentacion de las crestas
epidérmicas o por la presencia de melanéfagos dérmicos. Estos casos también son de
dificil diagnéstico dermatopatologico, y a menudo, son informados mediante una
descripcion genérica destacando la ausencia de malignidad sin establecer un diagnéstico
preciso / definitivo (p. ej. hiperplasia melanocitica o pigmentacion dérmica). Por otra
parte, en nuestra experiencia la MRC también ayuda a identificar la regién mas atipica de
una lesion y seleccionar la zona mas informativa susceptible de ser biopsiada en lesiones

clinica e histopatolégicamente heterogéneas.

En nuestro estudio, el RCM Lip Score (126) fue significativamente mayor en lesiones
malignas (3.8 +/- 2.39) que en lesiones benignas (-0.67 +/- 1.75); p < 0.001. En el analisis
multivariante, el RCM Lip Score fue el uUnico criterio que evidencid una significacion
estadistica (p = 0.034, IC: 1.04 - 2.5). Esta observacion proporciona una evidencia
adicional del valor del RCM Lip Score como herramienta util en el diagndstico de las
maculas pigmentadas labiales. Sin embargo, este “Score” no esta exento de posibles

errores sin una precisa informacion clinica y dermatoscopica. Debe realizarse una

136



Discusion

valoracién minuciosa, teniendo en cuenta ademas de los criterios de MRC de mucosas,
los criterios de MRC de lesiones cutaneas en aquellas maculas pigmentadas labiales con

afectacién mucosa y cuténea.

Este trabajo, aunque con un limitado numero de melanomas a pesar de la cooperacién
de cuatro centros de referencia, valida criterios y algoritmos previamente reportados y
aporta una correlacion detallada con los hallazgos histolopatolégicos (e
inmunohistoquimicos) de los criterios de MRC en mucosas, dado que todas las lesiones
(benignas y malignas) fueron biopsiadas, pudiendo ser la base para futuros estudios

multicéntricos con mayor numero de lesiones.

Limitaciones

El presente proyecto de investigacion no se halla exento de ciertas limitaciones. Una
limitacion de nuestros tres estudios es que el diagndstico definitivo se establecidé en
muchas ocasiones de acuerdo a la valoracion histopatolégica de una biopsia en
sacabocados de 4 mm seleccionada a partir de los hallazgos de MRC. El pequefio
tamano de la muestra podria ser una fuente potencial de resultados FNs de MRC si la

muestra estudiada no fuera estrictamente representativa de la lesion.

Por otro lado, la hiperqueratosis, la ulceracion y las costras, especialmente en algunas
lesiones de las piernas, representaron una limitacion técnica en la valoracion y posterior
correlacion dermatoscopica-MRC-histopatolégica. Dichos cambios pueden haber
dificultado la obtencion de imagenes de calidad de MRC o evitado la penetracion

suficiente de la luz para valorar de forma precisa los cambios en la dermis.
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Las conclusiones derivadas de las publicaciones que forman parte de la presente tesis

doctoral son:

2.

La MRC es una técnica no invasiva que complementa a la dermatoscopia en el
diagnostico diferencial de las maculas pigmentadas faciales, mejorando la
precision diagnostica del LM / LMM. La falta de especificidad de la MRC para
diferenciar melanocitos y células de Langerhans intraepidérmicas es la principal

causa de resultados falsamente positivos.

Aunque el examen histopatoldgico sigue siendo la técnica gold standard en el
diagnéstico de las maculas pigmentadas faciales, la inmunohistoquimica puede
ser util en la diferenciacién entre un LM incipiente, lesiones benignas y una
hiperplasia melanocitica basal en una piel fotodafiada, con perfiles de tincion
similares entre los diferentes marcadores (Melan-A, MITF, SOX10), excepto por la
mayor sensibilidad de Melan-A en la identificacion de melanocitos en lesiones

malignas.

El estudio de las lesiones rosadas planas de las piernas ha demostrado que la
MRC es una herramienta que mejora considerablemente la precisién diagndstica,
la sensibilidad y la especificidad en el diagndstico de cancer cutaneo, reduciendo

asi el numero de biopsias necesarias.

En la valoracién de las maculas pigmentadas labiales la exploracion mediante
MRC resulta ventajosa en el diagndstico de melanoma como una técnica
complementaria a la evaluacion clinica y dermatoscépica (mejora la sensibilidad y
especificidad). Su utilidad es mas limitada en ausencia de informacion clinica y
dermatoscoépica, asi como para establecer un diagndstico histopatolégico exacto
en patologia benigna. En lesiones sospechosas sin resultados concluyentes para
el diagndstico de malignidad, dentro de la sistematica diagndstica, la MRC puede
ser una técnica util de seguimiento, deteccion precoz y seleccion de zonas

sospechosas susceptibles de ser biopsiadas.

En resumen, podemos afirmar que la MRC in vivo es una técnica diagndstica valida para

el estudio del cancer cutaneo, concretamente en las 3 situaciones clinicas estudiadas

(lesiones pigmentadas planas faciales, lesiones rosadas planas en las piernas y lesiones

pigmentadas labiales), en las que las herramientas habituales del dermatélogo presentan

ciertas limitaciones. El examen aislado de las imagenes de MRC (sin informacion clinica
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ni dermatoscoépica) conlleva un riesgo de errores diagnosticos y una disminucion de la
especificidad diagnodstica, por lo que siempre se recomendara su utilizacién de forma

complementaria a una valoracion inicial clinico-dermatoscopica.
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8. Lineas de futuro

Las principales vias de trabajo que abre la presente tesis y su aplicabilidad clinica son:

1-

Confirmar definitivamente la utilidad de la MRC en la practica diaria del
dermatdlogo a la hora de valorar lesiones de dificil diagndstico, mediante la

realizacion de estudios multicénticos con gran numero de lesiones.

Realizar estudios de coste-utilidad, para consolidar la presencia de la MRC en los
centros de referencia de Dermatologia, dado que mejora la precision diagndstica,
la sensibilidad y especificidad en el diagnéstico del cancer cutaneo, reduciendo

asi errores diagnésticos y la practica de biopsias innecesarias.
Realizar estudios de validacion y mejora de algoritmos diagnosticos ya existentes
como el LM Score para zona facial, el RCM Lip Score para labios o el algoritmo

diagnostico para lesiones rosadas planas en las piernas.

Aportar nuevos criterios, correlaciones entre técnicas y algoritmos diagndsticos

que faciliten la valoracion de lesiones cutaneas y mucosas.
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