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RESUMO

Nascimento MM. Estudo retrospectivo e prospectivo para correlacao
entre dermatoscopia, microscopia confocal e cortes transversais para
diferenciacdo do lentigo maligno e da queratose actinica pigmentada
da face. Sao Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundacéao Anténio Prudente].
A queratose actinica pigmentada (QAP) € uma alteragcdo celular
préneoplasica que pode ser confundida com o lentigo maligno (LM) - este
um melanoma in situ - tanto do ponto de vista clinico como a dermatoscopia.
Como o tratamento do LM requer sua excisdo completa enquanto o da QAP
pode ser mais conservador — destruicdo parcial ou medicamentos tdpicos - 0
diagndstico nado invasivo pode evitar bidpsias e excisbes desnecessarias nos
casos de QAP. Achados clinicos de varias lesdes (sinal da vizinhanca),
superficie rugosa; e achados dermatoscopicos como a interrupc¢cao abrupta
da pseudorrede, distribuicdo homogénea do padrdao anular-granular podem
auxliar no diagnostico de QAP. Achado clinico de les&o isolada, crescimento
indolente - infectivo ou lentiginoso; e achados dermatoscopicos de estruturas
romboidais escuras (marrons ou pretas), pontos e globulos cinza-ardosia,
aberturas foliculares assimetricamente pigmentadas, padrdao anular-granular,
estrias cinza-arddsia e borrbes escuros podem auxiliar no diagnéstico de
LM. O acometimento folicular no LM e na QAP parece se dar de modo
diferente. A microscopia confocal in vivo (MC) - um novo meétodo néao
invasivo de imagem - tém sido utilizada na demonstracdo das estruturas do
foliculo in vivo. Semelhante a dermatoscopia, a MC apresenta um imagem
en-face, no plano paralelo a epiderme, mas adicionalmente revela detalhes
morfologicos da arquitetura tecidual, com resolucdo celular. Além disso, o
modo Stack permite a realizacdo de exploracdo instantdnea com alta
magnificacdo e resolucdo celular da espessura epidérmica. Por ser a
melanina um marcador das imagens a MC e por estar presente tanto nos

queratindécitos pigmentados das QAP quanto nos melandcitos dos LM, esta



técnica complementa o estudo morfolégico do acometimento folicular nestas
duas entidades. N&o existem relatos na literatura médica de abordagem
folicular comparando as caracteristicas dermatoscopicas, a MC e o0s
achados histopatolégicos em cortes transversais. O objetivo deste estudo foi
descrever a técnica para realizacdo da abordagem folicular a dermatoscopia,
MC e histopatologia em cortes transversais das QAP, comparando estes
achados aos do LM, no intuito de oferecer uma interpretacdo mais precisa
dos achados celulares e arquiteturais. Métodos: Estudo prospectivo e
retrospectivo, de correlacdo dermatoscopico-confocal-histolégica de
estruturas encontradas a dermatoscopia da queratose actinica pigmentada.
LesBes pigmentadas na face de diagnéstico duvidoso foram avaliadas por
dois dermatologistas experientes em dermatoscopia com relacdo a presenca
de IGH, e outros critérios dermatoscopicos previamente descritos para LM.
Sensibilidade, especificidade e concordancia interobservador foram
avaliadas. As areas de interesse foram demarcadas com um punch de 2mm
ou com caneta cirargica e posteriormente submetidas ao exame
microscopico confocal in vivo antes da andlise histopatologica. Realizou-se
estudo imunohistoquimico com AE1/AE3, HMBA45, para auxilio na
diferenciacdo de queratoses actinicas e lentigos malignos. Resultados: De
um total de 79 lesdes, 58 correspondiam a QAPs e 21 a LM. Halo interno
cinza (HIC) foi a estrutura mais frequentemente observada (91,4%) nas
QAPs, seguida por estruturas romboidais (58,6%) e pontos e glébulos azul-
acinzentados (56,9%), enquanto as estrutras mais frequentemente
observadas em lentigos malignos foram estruturas romboidais (71,4%),
pontos e globulos azul-acinzentados (66,7%) e aberturas foliculares
assimetricamente pigmentadas (AFAP). AFAP e os black blotches foram os
critérios significativamente associados a lentigo maligno (LM) (p<0,01 e
0,004 respectivamente). HIC apresentou sensibilidade de 91,4% (IC 95%
81,4-96,3%) e especificidade de 71,4% ( IC 1C95% 50,0-86,2%) para QAP
guando comparado a lentigo maligno (p<0,001), valor preditivo positivo de
89,98% (IC95% 79,5-95,3%) e excelente concordancia interobservador (

kappa 0,846). O equivalente & microscopia confocal do HIC & o anel de



células brilhantes que se estreita conforme se aprofunda, poupando a
estrutura em padrdao favo de mel regular do foliculo e corresponde na
histologia aos queratinécitos normais oriundos do foliculo sobrepondo-se
aos queratinécitos pigmentados atipicos da queratose actinica pigmentada
circunjacente, que deslizam por sob a estrutura de funil sem contudo invadi-
la. Conclusédo: HIC parece ser um parametro sensivel e reprodutivel no
auxilio diagnostico de QAP. No entanto nenhum parametro isolado de
dermatoscopia ou MC deve ser usado para diagnostico e a histologia

permanece o padrao ouro.



SUMMARY

Nascimento MM. [Retrospective and Prospective study for dermoscopic,
confocal microscopy and transversal sections correlation for
differentiation of lentigo maligna and pigmented actinic keratosis of the

face]. Séo Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundacdo Anténio Prudente].

Pigmented actinic keratosis (PAK) is a pre-cancerous condition, which can
be misdiagnosed as a lentigo maligna (LM), not only from a clinical, but also
from a dermoscopic point of view. While a lentigo maligna requires surgical
excision, the approach for a PAK can be more conservative. Thus non-
invasive diagnostic methods can help avoid unnecessary excisions and
biopsies when dealing with PAKSs. Clinical finding as the presence of multiple
lesions in proximity (neighborhood sign) and rough surface, and dermoscopic
features, such as abrupt interruption of pigmented pseudonetwork,
homogeneous distribution of the annular granular pattern, may help diagnose
a PAK. On the contrary, the finding of isolated lesion, of slow and lentiginous
growing, with dermoscopic findings of asymmetric pigmented follicular
openings, dark (brown or black) rhomboidal structures, slate-gray globules
and slate-gray dots, hyper pigmented rim of follicular openings, slate-gray
streaks and dark streaks, annular-granular pattern, and black blotches. PAK
and LM may affect the follicular structure in different patterns. Reflectance
Confocal microscopy in vivo (RCM) - is a non-invasive imaging method,
which is being rendered useful in demonstrating the follicular structures in
vivo. Similar to dermoscopy, RCM presents an en-face image, parallel to the
epidermis plane, additionally offering morphologic details of the histologic
architecture of the lesion with cellular resolution. Moreover, the stack
technique allows the real-time evaluation at cellular level of the skin
structures. Since melanin is a natural marker in RCM, present in both
pigmented keratinocytes in PAK and melanocytes in LM, RCM allows the

evaluation of the way the follicle is affected in both entities. Up to our



knowledge there have been no previous studies comparing dermoscopic,
transverse histopathologic sections and RCM of PAKs and LMs of the face,
using the follicular approach. The objective of this study was to describe the
technique of follicular approach in dermoscopy, RCM and histopathology in
PAKs, comparing the findings with those observed in LM, in order to offer a
more precise interpretation of architectural and cellular findings. Methods:
Prospective and retrospective study for dermoscopic-histologic and confocal
microscopy correlation of structures observed in PAKs. Doubtful facial
pigmented lesions were evaluated for the presence of Inner gray halo (IGH)
and other dermoscopic parameters previously described for LM by two
experienced dermatologists. Sensitivity, specificity and interobserver
agreement was evaluated. Areas presenting IGH were marked and imaged
with reflectance confocal microscopy before sampling for histopathologic
correlation. Immunohistochemistry with AE1/AE3, HMB45 antibodies was
performed. Results: A total of 79 lesions, being 58 PAKs and 21 LM were
evaluated. When considering PAK, IGH detection was the most frequently
observed feature (91.4%), followed by Rhomboidal structures (58.6%) and
Slate-gray globules and dots (56.9%), while for LM, the most frequent
dermoscopic feature was Rhomboidal structures (71.4%), followed by Slate-
gray globules and dots (66.7%) and Asymmetric Pigmented follicular
openings (57.1%). Asymmetric Pigmented follicular openings and Black
Blotches were statistically significant for LM diagnosis compared with PAK
(p<0.01 and 0.004 respectively). IGH presented a sensitivity of 91.4% (CI
95% [81.4%; 96.3%]), specificity of 71.4% (Cl 95%][50.0%;86.2%])
statistically significant compared with LM (P<0.001), PPV of 89.8%
(Cl95%[79.5%; 95.3%]), and excelent interobserver agreement (kappa
0,846). The RCM counterpart of IGH is a ring of bright keratinocytes sparing
the normal honeycomb structure around the follicle, which becomes narrower
with depth of imaging. In histology the normal keratinocytes from the follicle,
spared (orthokeratotic non-anaplastic) epidermis, originate an umbrella-like
structure, underneath which we can observe the spreading of the atypical
pigmented keratinocytes, however without compromising the follicular



structure. Conclusion: IGH seems to be a sensitive and reproducible
parameter for the diagnosis of PAKs. Nevertheless a single dermoscopic or
confocal microscopy criterium should not be used to establish a diferential
diagnosis between PAK and LM and histology remains the gold standard in

doubtful cases.
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1  INTRODUCAO

A incidéncia global do melanoma cutaneo tem aumentado nos ultimos
50 anos apesar do aumento da conscientizacdo, educacao e campanhas de
saude publica sobre o melanoma, de modo a corresponder a um dos
canceres com maior aumento da taxa de incidéncia (GELLER e ANNAS
2003; GELLER et al. 2007; GIBLIN e THOMAS 2007; FRANGOS et al.
2011). Nos EUA, a incidéncia subiu de 13/100.000 habitantes em 1990 para
21/100.000 habitantes em 2006 e atualmente corresponde ao sexto cancer
mais diagnosticado em homens e sétimo em mulheres e um dos canceres
mais comuns em jovens nos EUA (GELLER e ANNAS 2003; PURDUE et al.
2008).

A incidéncia global do melanoma varia de 0,2/100.000 habitantes em
regibes da Asia a quase 50/100.000 habitantes na Australia (GELLER e
ANNAS 2003).

Estima-se que 69.000 novos casos de melanoma e 8700 mortes
associadas ao melanoma ocorram anualmente nos EUA, com risco de
desenvolver melanoma ao longo da vida de um individuo de 1:75 (GELLER
et al. 2007; JEMAL et al. 2010).

Melanoma é o cancer cutaneo mais letal, com taxa de mortalidade de
2,9 mortes/100.000 habitantes, sendo maior entre homens e mulheres acima
de 60 anos (GELLER e ANNAS 2003; WATSON et al. 2011). De maneira

geral, a mortalidade do melanoma corresponde a 3 vezes 0 numero de



mortes ocasionadas por todas as outras malignidades cutaneas (GELLER e

ANNAS 2003).

1.1 LENTIGO MALIGNO

O lentigo maligno corresponde a 10% de todos os melanomas, com
um risco de progressao para melanoma maligno de 5% (ELDER 2005).

COHEN et al. (1995) referiram uma incidéncia de lentigo maligno de
1,3:100.000/ano na Australia. Segundo os autores, o lentigo maligno
corresponde a 4%-15% de todos os melanomas e a 10%-26% dos
melanomas na face. Sobre o local de predile¢céo, foram citados a cabeca e 0
pescoco, podendo ocorrer nos membros superiores.

Em nosso meio, O Grupo Brasileiro para o Estudo do Melanoma
apresentou dados de um levantamento de comunicacao simplificada através
da Internet, de 1998 a agosto de 2000. Melanomas da face foram 12% do
total dos melanomas notificados. O lentigo maligno melanoma correspondeu
a 12,64% do total de melanomas notificados, atras de disseminativo
superficial (35,76%), ndo classificados (18,79%) e nodular (17,07%) (Grupo

Brasileiro de Melanoma-GBM 2000).

1.2 A DERMATOSCOPIA

A dermatoscopia (sinbnimos: microscopia de superficie, dermoscopia,

epiluminescéncia, microscopia de pele, microscopia de luz incidente) é um



método ndo invasivo, que avalia lesfes cutaneas através do uso de
magnificacdo optica (10x) e o uso de 6leo ou outros veiculos na interface
pele-dermatoscopio para minimizar o efeito da refracdo da luz. Permite a
visualizacao de estruturas morfologicas nao visiveis a olho nu, auxiliando a
correlacéo entre clinica (macroscopia) e histopatologia (ARGENZIANO et al.
2003).

Este método ndo apenas aumentou o diagndstico precoce de
melanoma, como a capacidade de diferenciacdo de melanomas e seus
simuladores clinicos comparado ao exame a olho nu (STEINER et al. 1987;
PEHAMBERGER et al. 1993; PROVOST et al. 1997; KITTLER et al. 2002,
CARLI et al. 2004). O exame dermatoscopico representou um incremento de
30% na acuracia do diagnostico clinico, podendo reduzir o namero de
excisdes desnecessarias, de lesbes de aparéncia maligna a olho nu, porém
benignas a dermatoscopia e ao exame histopatologico (KITTLER et al. 2002;

CARLI et al. 2004).

1.3 A DERMATOSCOPIA DAS LESOES DA FACE

A despeito desta utilidade inicial, os padrdes morfolégicos das lesdes
pigmentadas vistos a dermatoscopia dependem da existéncia de cristas
epidérmicas profundas na pele para que a rede pigmentar possa ser
analisada. A dermatoscopia da face é peculiar por que esta ndo apresenta
rede pigmentar (KREUSCH e RASSNER 1991). Por este motivo 0s

primeiros estudos de microscopia de superficie ndo se aplicavam a face.



KREUSCH e RASSNER (1991) observaram que devido ao padréo especial
da juncédo dermo-epidérmica na face, o padrédo de rede pigmentar em favo
de mel ndo seria encontrado. STOLZ (1994) descreveram que na face, o
padrdo encontrado seria devido aos buracos correspondentes aos foliculos
sebéaceos livres de pigmento envolvidos pelo pigmento na pele ao redor. A
esse padrdo chamaram de rede pseudopigmentada. Em 1993 eles afirmam
que a rede pseudopigmentar pode ser acentuada quando o pigmento ao
redor do foliculo se acentua com a invasado deste pelas células do
melanoma.

SCHIFFNER et al. (2000) estudaram o wuso de critérios
dermatoscopicos especificos para diagnose de lentigo maligno na face.
Foram analisados 27 critérios diferentes detectaveis, relacionados as
diferentes estruturas e combinacdo de cores e estruturas. Quatro critérios
associados resultaram em uma sensibilidade de 89% e uma especificidade
de 96% para lentigo maligno. S&o eles: aberturas foliculares
assimetricamente pigmentadas, estruturas romboidais escuras, pontos
cinza-ardosia e glébulos cinza-arddsia. Os autores correlacionaram seus
achados a histologia dos lentigos malignos. Propuseram que as aberturas
foliculares assimetricamente pigmentadas eram devidas a invasdo do
foliculo pilo-sebaceo pelas células malignas do melanoma. As estrias
corresponderiam a fusédo de células do melanoma na epiderme e derme alta.
Como as estrias proliferam-se ao redor do foliculo, sua fusdo conferiria o
aspecto de estruturas romboidais. Pontos e glébulos cinza-arddsia seriam

decorrentes da presenca de macrofagos carregados de melanina na derme.



Desenvolveram com base em seu estudo um modelo morfolégico de
crescimento dos lentigos na face (Figura 1). O achado mais precoce sao 0s
pontos cinza-arddsia ao redor do foliculo. Estes pontos podem aumentar,
tornando-se glébulos ou podem se fundir, tornando-se estrias. Diversas
estrias podem conferir 0 aspecto de estruturas romboidais. Células tumorais
podem mergulhar no foliculo, resultando em globulos e pontos na periferia
do foliculo, conferindo o aspecto de aberturas foliculares assimetricamente

pigmentadas.

Progression Model For Lentigo Maligna
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Fonte: SCHIFFNER et al. (2000)
Figura 1 - Modelo de progressao dermatoscopica do lentigo maligno.

Mais recentemente, PRALONG et al. (2012) incluiram 3 novos
critérios para o diagnéstico dermatoscopico de lentigo maligno da face -
padrédo similar a alvo (target-like pattern), aumento da densidade vascular da
lesé@o e estruturas romboidais vermelhas.

Os estudos dermatoscopicos na face até a presente data partiram da

premissa de se diferenciar o lentigo maligno (LM) das outras lesbes



benignas, sendo que queratoses actinicas pigmentadas (QAP) sdo uma
armadilha diagnostica, podendo simular por vezes o lentigo maligno. Esta
diferenciacéo é realizada através do estudo anatomo-patolégico da lesédo em
caso de duvida diagndstica.

AKAY et al. (2010) estudaram esta dificuldade de diferenciacéo entre
os lentigos malignos e as queratoses actinicas pigmentadas. Em sua série
de 89 lesbes (67 queratoses actinicas pigmentadas, 20 lentigos malignos e 2
queratoses actinicas liquen plano-similes), encontraram todos o0s critérios
anteriormente descritos para lentigos malignos nas queratoses actinicas
pigmentadas, exceto os borrbes negros (black Blotches).

GONCHAROVA et al. (2013) pontuaram as similaridades entre
lentigos malignos e queratoses actinicas pigmentadas e observaram que 0s
lentigos malignos apresentam pseudorrede pigmentada sem um um padrao
em morango e que as queratoses actinicas pigmentadas apresentavam este
padréio.

ROSENDAHL et al. (2012) descreveram um circulo branco centrado
ao redor de um infundibulo preenchido com um plugue de queratina visivel
como um plugue laranja amarelado, cujo substrato histologico seria a
acantose e hipergranulose da epiderme infundibular. Originalmente, este
critério pareceu Uutil no diagnostico de carcinomas espinocelulares e
queratoacantomas.

TSCHANDL et al. (2015) estudaram lesdes planas da face com
dermatoscopia na busca de critérios diagndsticos diferenciais, e criaram uma

analise de padrbes para as queratoses actinicas pigmentadas que incluia o



padrdo em circulos brancos, definido anteriormente por Rosendahl, a
queratose (scale) e rosetas (four dot clods).

Deste modo, até o presente momento, diferenciar algumas
queratoses actinicas pigmentadas dos lentigos malignos continua um
desafio. Alguns autores sugerem como pistas diagndéstica a observacao de
outras lesdes de queratose actinica na face (o sinal da vizinhanca) e a
superficie da lesdo rugosa ao exame clinico (SCHIFFNER et al. 2000;
STOLZ et al. 2002; KATZ 2005). MENZIES et al. (1996) afirmaram também
que as queratoses actinicas pigmentadas eram morfologicamente variaveis,
e descreve os buracos hipodensos gerados pelos ostios foliculares na lesédo
destas queratoses actinicas. Estes buracos hipodensos poderiam
corresponder ao funil de células normais descrito por PINKUS em 1958, e
observado a dermatoscopia na tese de mestrado do autor deste protocolo
(NASCIMENTO 2006).

PINKUS em 1958 elaborou um modelo morfolégico, mostrando que
nas queratoses actinicas, as células vindas dos anexos ndo se misturavam
as células da epiderme modificada pelo dano actinico, explicando o funil de
células normais e 0s anexos epidérmicos poupados nas queratoses

actinicas (Figura 2).



Fonte: PINKUS (1958)

Figura 2 - Conceito morfologico das queratoses actinicas

Um dos objetivos deste protocolo € avaliar se existe a correlacdo da
estrutura em funil vista a histopatologia por Pinkus, com os achados a
dermatoscopia, obtidos da tese de mestrado do autor deste protocolo

(NASCIMENTO 2006).



Sabe-se que as estruturas dermatoscopicas resultam de
alteracOes especificas na epiderme, juncdo dermo-epidérmica e derme
(SOYER et al. 1989; GUILLOD et al. 1997; KRISCHER et al. 1997; MASSI et
al. 2001). Portanto, uma correta avaliacdo dermatoscopica inclui uma boa
correlacdo clinico-histologica, de modo a se estabelecer qual alteracdo
histologica € responsavel pelo critério dermatoscopico (SOYER 1988),
auxiliando ndo apenas na correta definicdo dos critérios dermatoscopicos,
mas na sua aplicabilidade na clinica e na avaliacdo de progndstico
(FERRARA et al. 2002).

Métodos tradicionais de macroscopia — por exemplo, a regra das
metades - geralmente visam a avaliacdo de margens de excisao tumoral e
ndo levam em consideracdo o0s aspectos dermatoscopicos, podendo
dificultar o diagnostico de lesdes pigmentadas se os cortes ndo incluirem as
estruturas dermatoscépicas importantes para o diagnostico da leséo
(FERRARA et al. 2002). Alguns estudos, com metodologia diversa, foram
publicados a fim de se correlacionar as principais estruturas
dermatoscopicas com seus correspondentes histologicos (YADAV et al.
1993; SOYER et al. 2000; MASSI et al. 2001; FERRARA et al. 2002). Apesar
dos diferentes métodos desenvolvidos para se minimizar o erro de
macroscopia, a maioria dos autores foi unanime em afirmar que a correlacao
dermatoscopico-histologica € dificultada pelo fato de as estruturas
dematoscopicas serem vistas em um plano bidimensional horizontal e as
estruturas histopatologicas serem orientadas verticalmente (YADAV et al.

1993; SOYER et al. 2000; MASSI et al. 2001; FERRARA et al. 2002). Esta
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diferenca de planos de avaliagdo poderia atrapalhar a analise de estruturas
dermatoscopicas especificas, pela dificuldade de se obter cortes histologicos
precisamente através destas estruturas (YADAV et al. 1993). A fim de
minimizar este viés, REZZE et al. (2006) realizaram avaliacdo de estruturas
dermatoscopicas através do uso de cortes histologicos transversais,
paralelos ao plano da epiderme. Mais recentemente tem sido utilizada a
Microscopia de reflectancia confocal (MC), que € um método diagndstico
nao invasivo, ndo doloroso que permite resolucdo ao nivel celular in vivo,
muito proxima a histopatologia convencional, além de correlacdo direta de
estruturas vistas a dermatoscopia, ja que ambos os métodos permitem a

visualizacao das estruturas no plano horizontal (MOSCARELLA et al. 2010).

1.4 A MICROSCOPIA CONFOCAL

A MC tem a finalidade de fornecer imagens instantaneas, em tempo
real, de alta resolucdo, in vivo, permitindo a visualizacdo das estruturas
anatdbmicas (células, nucleos e arquitetura tecidual) da pele em uma
resolucdo préxima a histopatologica. As imagens obtidas por este método
sdo em planos paralelos a pele, diferente dos cortes histologicos
convencionais e, por esta razdo, a correlacdo entre estes dois métodos €
considerada um desafio (BUSAM et al. 2001; SCOPE et al. 2007).

O contraste das imagens confocais ocorre devido as variacdes
naturais do indice de refracdo das organelas e microestruturas nas

diferentes camadas da pele. A ceratina epidérmica, por exemplo, apresenta
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diferentes indices de refracdo dependendo do estado de diferenciacdo do
ceratindcito. Conforme a maturacdo do ceratinécito na epiderme, o peso
molecular da ceratina dentro deste aumenta, tornando-os mais refringentes,
assim aumentando seu indice de refracdo e resultando em uma imagem
confocal mais brilhante com ceratinécitos bem definidos (RAJADHYAKSHA
et al. 1995).

A pigmentacdo melanica na epiderme também tem um indice de
refracdo alto, de fato, maior que o dos ceratindcitos. Clinica e
dermatoscopicamente a melanina é vista como uma coloracdo preta ou
marrom devido a absorcdo da luz visivel. Quando iluminada pela luz
infravermelha, a absorcédo € bem menor. Esta baixa absor¢cdo combinada ao
seu alto indice de refracédo leva ao aumento da luz refletida e dispersada e,
consequentemente, a melanina a MC aparece como uma coloracao branca
e brilhante (RAJADHYAKSHA et al. 1999). Atualmente, a avaliacdo de
lesbes pigmentadas a MC representa uma oportunidade Unica no exame
nao invasivo da pele, pois como a melanina € brilhante na imagem da MC
nao ha necessidade de utilizacdo dos marcadores fluorescentes ou corantes
teciduais.

Com a MC in vivo é possivel a visualizacdo ndo s6 dos ceratindcitos
epidérmicos e dos melandcitos, mas também dos eritrocitos e leucocitos dos
capilares da papila dérmica e bandas de colageno na derme. A interpretacao
das imagens confocais baseia-se na morfologia celular e no reconhecimento
de padrbes, ainda em estudo, associados aos achados histopatologicos e

dermatoscopicos (RAJADHYAKSHA et al. 1995).



12

1.4.1 Realizacdo do exame e principios fisicos

Para a realizacdo do exame, seleciona-se a lesao cutanea de
interesse e sobre ela é aplicado um anel metalico acoplado a um disco
adesivo com o centro transparente utilizando-se um 6leo na interface entre o
anel e a pele.

O microscopio confocal possui um braco articulado que permite um
melhor encaixe ao anel metéalico. Utiliza-se também um gel na interface
entre 0 anel e a lente do microscopio contida na extremidade do braco
articulado para obtencdo de uma imagem com melhor qualidade (Figuras 3

e 4).
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Figura 3 - Imagem do aparelho de microscopia confocal Vivascope® 1500.
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Figura 4 - Preparo para realizacdo do exame de microscopia confocal. As

imagens ilustram os passos mais importantes para a realizagdo do exame

com o aparelho: Vivascope® 1500. A. Colar o anel plastico adesivo ao anel metélico.

B. Apos a aplicagdo do meio de imerséo (geralmente dleo), fixar o anel a pele. C. Aquisicao
da imagem dermatoscopica. D. Adicionar gel de ultrassom ao anel metalico e acoplar a

lente do microscopio.

O indice de refracéo da epiderme é de aproximadamente 1.375 e o do
estrato cérneo € proximo de 1.470. A melanina tem um indice de refracdo
por volta de 1.700. Para obter imagens de qualidade, € necesséaria a
utilizacdo de um fluido de contato com indice de refracdo entre 1.330 e

1.500. Assim, podem ser utilizado agua ou gel de ultrassom.
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Com a utilizacéo do anel adesivo, a pele torna-se estavel lateralmente
e permite que a lente se movimente para que toda a lesédo seja examinada.
A luz laser incide sobre uma pequena area da lesdo de interesse e é
refletida e dispersada devido as variacbes no indice de refracdo de
organelas e estruturas teciduais e devido aos elementos teciduais com o
mesmo comprimento de onda da fonte de luz, resultando no contraste das
imagens confocais (imagens em preto e branco) (NEHAL et al. 2008).

Utilizando-se o comprimento de luz de 830nm, os melanossomos e a
melanina produzem intensa refracao e dispersdo. Assim, os melandcitos e
0S ceratinécitos basais, que sao ricos em melanina e melanossomos,
apresentam-se extremamente brilhantes (NEHAL et al. 2008).

As imagens obtidas com o microscépio confocal permitem a
visualizacédo de detalhes celulares das diferentes camadas da pele no plano
horizontal com resolucéo lateral de 0,5 a 1,0 um, resolucao axial entre 1 e 5
Mm (espessura da seccgao Optica) e uma profundidade maxima de 200 a 300

pMm (derme papilar) (MARGHOOB et al. 2003)

1.4.2 Microscopia Confocal do Lentigo Maligno da Face

Ja foram descritas a microscopia confocal critérios diagnosticos de
lentigo maligno e queratose actinica ndo pigmentada e pigmentada (HORN
et al. 2008; AHLGRIMM-SIESS et al. 2009; RISHPON et al. 2009; GUITERA

et al. 2010).
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AGHASSI et al. (2000) descreveram o0s primeiros achados das
queratoses actinicas a microscopia confocal: hiperqueratose, pleomorfismo
e alargamento nuclear, desarranjo arquitetural da epiderme.

GUITERA et al. (2010) estudaram os principais achados confocais do
LM sendo de relevo os achados de células pagetbéides redondas maiores
que 20 um e sua invasao folicular.

WURM et al. (2012) descreveram achados confocais de uma
queratose actinica pigmentada pela primeira vez, junto com 3 outros tipos de
lesbes na face, dentre elas um lentigo maligno. Para a queratose actinica
pigmentada os achados de confocal foram: padrdao em favo de mel atipico,
células nucleares arredondadas nas camadas espinhosas e granular, vasos
sanguineos arredondados.

MOSCARELLA et al. (2014) estudaram 17 queratoses actinicas
pigmentadas a microscopia confocal e encontraram achados epidérmicos
tais como queratindcitos atipicos, paraqueratose, descamacao; espessura
epidérmica aumentada; papilas dérmicas brilhantes com espacos
interpapilares aumentados; células dendriticas epidérmicas compativeis com
células de Langerhans.

A correlacdo dermatoscopica-confocal-histopatolégica pode permitir
melhor validacdo destes métodos nao invasivos, a fim de se evitar excisdes
desnecessarias (que representam tempo maior de procedimento,

desconforto, custo e risco maior ao paciente) (MOSCARELLA et al. 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Correlacionar as estruturas observadas na queratose actinica
pigmentada a dermatoscopia, com a microscopia confocal de reflectancia e

a histopatologia utilizando cortes transversais.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIO

Avaliar a capacidade diagnéstica dos métodos nao invasivos
(dermatoscopia e microscopia confocal) na diferenciacdo de lentigo maligno
e gueratose actinica pigmentada.

Avaliar se a preservacao de invasao por células tumorais do epitelio
perifolicular na queratose actinica a histopatologia, descrita por Pinkus, é um
modelo de correlacdo possivel com a dermatoscopia e a microscopia
confocal, podendo constituir um fator de auxilio no diagnostico diferencial

com o lentigo maligno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO GERAL DO ESTUDO

Estudo prospectivo e retrospectivo, de correlagdo dermatoscoépico-
confocal-histolégica de estruturas encontradas a dermatoscopia da
queratose actinica pigmentada, para avaliar a capacidade diagnéstica de
métodos ndo invasivos com relacao ao padréo ouro (histopatoldgico). Serédo
utilizados como controle os achados dermatoscépicos e de microscopia

confocal do lentigo maligno.

3.2 SELECAO DA POPULACAO DO ESTUDO

3.2.1 Critérios de Incluséo

Lesbes pigmentadas na face sugestivas de lentigo maligno ou
queratose actinica pigmentada ou lesdes duvidosas ao exame
dermatoscopico.

Critérios dermatoscopico de lentigo maligno (SCHIFFNER et al.
2000):

1. as aberturas foliculares assimetricamente pigmentadas.

2. as estruturas romboidais escuras.

3. 0s pontos cinza-ardésia.

4. os globulos cinza-ardésia.
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Critérios dermatoscopicos e clinicos de queratose actinica

pigmentada (NASCIMENTO 2006):

1.

2.

3.2.2

3.3

superficie rugosa
sinal da vizinhanca
halo interno cinza

arquitetura dos pontos regular

Critérios de Excluséo

- Lesbes nao pigmentadas da face

- Lesbes sem diagnostico histopatologico de queratose actinica
pigmentada ou lentigo maligno

- Lesdes cuja microcopia confocal ndo permitiu a captacdo adequada

de stacks ou blocks

ETICA

Este estudo foi submetido a aprovacio pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital AC Camargo , sob o nimero CEP n° 1524/11 ( Anexo

1).

3.3.1

Conducéo Etica do Estudo

Este estudo foi conduzido de acordo com o0s principios éticos da

Declaragéo de Helsinki e com as diretrizes da legislacéo vigente.
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3.3.2 Informacdao e Consentimento do Paciente
O termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1) foi

considerado adequado e aceito.

3.4 SELECAO DE PACIENTES

Foram selecionados pacientes consecutivos com lesfes pigmentadas
na face para inclusdo no plano de estudo. Os pacientes eram originados no
ambulatoério de dermatoscopia do Hospital A. C. Camargo e no ambulatério
da dermatoscopia do Hospital S&o Paulo. Os registros foram realizados no
Hospital A. C. Camargo. Os pacientes incluidos no estudo deveriam
apresentar a dermatoscopia critérios diagnésticos de lentigo maligno ou de
gueratose actinica pigmentada ou lesdo de diagnéstico duvidoso, de acordo
com os critérios de inclusédo e exclusédo referidos anteriormente. Os registros
de banco de dados de imagens confocais e dermatoscépicas cujos critérios
de inclusédo se encaixassem nos propostos poderiam também ser ultilizados
retrospectivamente, embora os cortes histoldgicos fossem os convencionais
nos pacientes da rotina destes servigos, a fim de dar mais consisténcia
estatistica aos dados morfolégicos das queratoses actinicas pigmentadas e

sua correlagdo dermatoscopico-confocal.

3.4.1 Captura de Imagens Clinicas e DermatoscOpicas
As imagens clinicas foram captadas com Céamera Nikon, modelo

Nikon 1 J1, 10 megapixels, com objetiva macro-zoom, ou equivalente. As
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imagens dermatoscépicas foram captadas com o aparelho Heine Delta 20
(Heine) ou Dermlite DL3 acoplado a camera digital, ambos com aumentos

de X10

3.4.2 Exame Microscopico Confocal

As estruturas hiperpigmentacao perifolicular foram demarcadas com
um punch de 2mm ou com caneta cirurgica, posteriormente submetidas ao
exame microscopico confocal in vivo para correlagdo dermatoscoépica-
confocal. O aparelho utilizado foi Vivascope 1500 (Lucid Inc. Henrietta, NY),
como descrito anteriormente. Este aparelho utiliza um laser diodo de 830nm
com poténcia <16mW em nivel tecidual, permitindo resolucdo Optica de 2
micrometros horizontais e 5 micrometros na vertical. Cada imagem obtida
corresponde a 500 x 500 micrometros no nivel da pele selecionado (de
epiderme a derme papilar).

Foram realizadas imagens nos diferentes niveis da epiderme e derme
superficial. Além de imagens individuais em sequenciamento - block images
- nos diversos niveis desejados da epiderme, buscando em especial o nivel
da camada espinhosa, granulosa e juncdo dermo-epidérmica, stack images

a partir da queratina alta no eixo Z do aparelho com passo de 1,5um de

avanco até 150 um.
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3.4.3 Realizacdo da Bidpsia

A coleta do material para exame anatomo-patologico foi realizada sob
as condicdes técnicas exigidas para o procedimento, sob anestesia local.

O restante da lesao foi submetido a biopsia incisional ou excisional. A
deciséo se a biopsia seria incisional ou excisional foi tomada levando-se em
consideracdo a duvida diagndstica, o tamanho da lesdo, diagnostico prévio
em material anteriormente analisado do mesmo caso ou probabilidade de

malignidade.

3.5 AVALIACAO LABORATORIAL DO MATERIAL

A area selecionada com punch 2mm, quando marcada, foi submetida
a cortes histolégicos transversais (Rezze, Scramim et al. 2006).
Alternativamente a marcacao foi feita a posteriori da captacdo para
realizagdo da bidpsia.

As laminas foram coradas com coloracdo hematoxilina-eosina e
submetidas a imunohistoquimica AE1/AE3, HMBA45, para auxilio na

diferenciagcao de queratoses actinicas e lentigos malignos.

3.6 ANALISE DOS DADOS

As imagens dermatoscopicas, confocais e histopatologicas foram
analisadas de maneira cega por 2 dermatologistas e 2 patologistas com

experiéncia em histopatologia de pele.
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4 RESULTADOS

4.1 PUBLICACOES

4.1.1 Descricdo do método e diferencas entre QAP e LM

Nascimento MM, Shitara D, Enokihara MM, Yamada S, Pellacani G, Rezze
GG. Inner gray halo, a novel dermoscopic feature for the diagnosis of
pigmented actinic keratosis: clues for the differential diagnosis with lentigo
maligna. J Am  Acad Dermatol 2014 Oct; 71(4):708-15.

doi:10.1016/].jaad.2014.05.025. PMID: 24947988.
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Inner gray halo, a novel dermoscopic feature for
the diagnosis of pigmented actinic keratosis: Clues
for the differential diagnosis with lentigo maligna

Mauricio M. Nascimento, MD,"” Danielle Shitara, MD," Milvia M. S. S. Enokihara, MD, PhD,*
Sergio Yamada, MD,” Giovanni Pellacani, MD, PhD," and Gisele G. Rezze, MD, PhD"
Sao Paulo, Brazil, and Modena, Italy

Baclkground: Pigmented actinic keratosis (PAK) is a frequent simulator of lentigo maligna (IM) on the face
upon dinical and dermoscopic examination, leading to misdiagnosis and unnecessary excisions. LM and
PAK share dermoscopic features, making it difficult to have a confident diagnosis of PAK only with current
dermoscopic knowledge.

Objective: We sought to evaluate sensitivity, specificity, and interobserver reproducibility of a novel
dermoscopic feature, inner gray halo (IGH), and establish its histopathological and confocal correlations.

Metbods: Dermoscopists blinded to histopathological diagnosis evaluated 58 PAK and 21 LM for the
presence of IGH and dermoscopy parameters. Areas exhibiting IGH were marked and imaged with
reflectance confocal microscopy before sampling for histopathologic correlation. Reflectance confocal
microscopy and transverse histologic sectioning were performed in 14 of 79 cases.

Results: IGH was present in 53 of 58 (94.1%) PAK and in 5 of 21 (23.8%) LM in our series (sensitivity 91.4%;
specificity 71.4%; positive predictive value 89.8%). Interobserver agreement was excellent (Kappa 0.846).
Through transverse and perpendicular histologic sections, a dermoscopic-histologic-confocal correlation of
IGH was established.

Limitations: A larger test set is needed to further validate the use of IGH in the differential diagnosis of
PAK and facial pigmented lesions.

Conclusion: IGH is a novel dermoscopic parameter useful for the differentiation of PAK from LM on the
face. (] Am Acad Demnatol hup://dx.doi.org/10.1016/}.jaad.2014.05.025.)

Key words: confocal; dermoscopy; face; histopathology; lentigo maligna; pigmented actinic keratosis.
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the face include several parameters, such as asym-
metric pigmented follicular openings, dark (brown
or black) rhomboidal structures, slate-gray globules
and slate-gray dots, hyperpigmented rim of follicular
openings, slate-gray streaks and dark streaks,
annular-granular pattern, and black blotches.”
These features are frequently found on PAK. Only
black blotches' were specific
for IM, but this represents a
late parameter rarely present
in early lesions.” On the other
hand, dermoscopic features
described for actinic kera-
tosis, such as neighborhood
sign, strawbery sign, and
hair follicle openings filled
with  yvellowish keratotic
plug and surrounded by a
white halo in a rtargetoid
appearance, apply mostly
for light PAK,”® whereas
deeply pigmented lesions
remain difficult to differen-
tiate from LM.

In our experience, the presence of inner gray halo
(IGH), a subtle homogeneous gray or beige halo that
surrounds follicular openings (or follicular plugs),
forming a sort of “internal ring” to the brown
meshes of the pseudonetwork,' is frequently seen
in PAK.

In this article we sought to explore dinical
usefulness of this new feature and to identify
its histologic correlate through in vivo confocal
microscopy and histologic transverse sectioning. "'

METHODS

This study was approved by the ethics committees
of Federal University of Sao Paulo-Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP-EPM) and of A. C. Camargo
Cancer Center, Sio Paulo, Brazil.

Study population

All lesions excised at the Pigmented Lesions
Unit—Dermoscopy Group of the Federal University
of Sio Paulo-Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP_EPM) during the period of 2003 through
2012, with a histopathologically confirmed diagnosis
of LM or PAK and available dermoscopic images,
were considered for the study.

Moreover, a series of PAK and LM between 2012
and 2013 were also documented by means of
reflectance confocal microscopy (RCM) (A. C.
Camargo Cancer Center) before excision and
histopathology procedure for transverse sectioning
was applied for exact correlate identification."’

CAPSULE SUMMARY

= Pigmented actinic keratosis is a common
simulator of lentigo maligna, as the 2
lesions share several clinical and
dermoscopic features.

- Inner gray halo is a novel dermoscopic
feature of pigmented actinic keratosis,
with strong histologic and reflectance
confocal microscopy correlates.

- Inner gray halo may assist in the

differentiation of pigmented actinic
keratosis from lentigo maligna.
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Instruments

Dermoscopic images were acquired using X 10
magnification with Dermaphot (Heine Optotechnik,
Herrsching, Germany) and a Nikon FM1 reflex camera
(Nikon Corp, Tochigi, Japan) or Delta 20 (Heine
Optotechnik) mounted on a Nikon Coolpix 4300
digital camera or NikonJ1 digital camera (Nikon Comp).

RCM images were ac-
quired wusing the near-
infrared reflectance confocal
laser microscope (Vivascope
1500, Caliber I.D., Rochester,
NY). The technique and
the acquisiion procedure
are presented elsewhere. For
this specific study, horizontal
tissue images, ranging from
4- X 4-10 8- X B-mm sections,
depending on the size of the
analyzed lesion, producing a
mosaic image (Vivablock),
were acquired for all lesions.
The global pattern on dermo-
scopy was correlated with the
mosaic image at the level of the granular layer,
spinous layer, and dermoepidermal junction of the
epidermis. Sequentally deeper individual images
centering the hair follide were acquired from
the corneal layer to the papillary dermis (Z-axis stack,
1.5-um steps up to 150 pm)'” and were used for
RCM correlation of the IGH parameter.

Routine histopathology and transverse
sections

Hematoxylin-eosin slides from all cases were
obtained. In selected cases, transverse sections of
IGH area were performed to obtain exact correlation
with RCM images. Guided by dermoscopy, the site
of the IGH was marked with a 4-mm punch
during surgery. The punch biopsy specimen was
processed for vertical and transverse sections as
previously described."' Fontana-Masson stain and
immunohistochemical reactions, including anti-
bodies for cytokeratins Al and A3, and human
melanoma black monoclonal antibody (HMB-45)
were performed as necessary for routine dermo-
pathological evaluation.

Parameter evaluation

Dermoscopy. Two  dermatologists  highly
experienced in dermoscopy (S. Y. and G. R.),
blinded to histopathological diagnoses, received a
brief training on the new feature IGH and were asked
to evaluate all the study lesions for the presence or
absence of IGH. The observers were also asked to
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Table L Frequencies of dermoscopic findings according to diagnosis of lentigo maligna or pigmented actinic

keratosis

Parmneter PAK ™ P
Asymmetric pigmented follicular openings 15/58 (25.9%) 12/21 (57.1%) 010
Hyperpigmented rim of follicular openings 7/58 (12.1%) 6/21 (2B.6%) 0%
Slate-gray globules and dots 33/58 (56.9%) 14/21 (66.7%) A35
Annular-granular pattern 26/58 (44.8%) 10/21 (47.6%) B2
Dark (brown or black) rhomboidal structures 34/58 (58.6%) 15/21 (71.4%) 300
Black blotches 1/58 (1.7%) 5/21 (23.8%) 004
Inner gray halo 53/58 (91.4%) 5/21 (23.8%) <.001

Bold indicates statistical significance.
IM, Lentigo maligna; PAK, plgmented actinic keratosis,

evaluate the presence or absence of the following
parameters: asymmetric pigmented follicular open-
ings, dark (brown or black) rhomboidal structures,
slate-gray globules and dots, hyperpigmented rim of
follicular openings, annular-granular pattern, and
black blotches.

Reflectance confocal microscopy. For the
lesions imaged with RCM, previously proposed
terminology, as summarized in a consensus temmi-
nology gicnsiary,u was used.

Histopathology. All lesions were reviewed for
histopathologic diagnosis confirmation. Concerning
transverse sectons, the slides were then evaloated
by an experienced dermatopathologist (M. M. 5.
S.E)

Statistical analysis

Statistical analysis was pedformed using
software (SPSS 1600, IBM Corp, Armonk, NY).
Descriptive  statistics (absolute and reladve fre-
quencies) for all the dermoscopic pammeters
were tabulated and differences between PAK
and LM were calculated by means of ¥ test. A P
value inferior to 05 was considered statistically
significant. Sensitivity and specificity rates with
95% confidence interval (CI) for each parameter
were calculated. Cohen Kappa statistic was used
as a4 measurement of interobserver reproduci-
bility. For IGH, the positive predictive value was
calculated.

RESULTS

Atotal of 79 lesions, belonging to 58 PAK and 21
IM, in 40 men and 39 women, with age ranging from
49 to 90 years {mean age: 67) were collected, All
lesions were located on the face, precisely on the
upper part of the face (forehead and temples) in
14 cases, on the nose in 26, on the cheek and
preauricular area in 31, and on the lower pan of the
face (mandibular and lips) in 5. Fxact anatomic
location was not available in 3 cases.

Diagnostic accuracy of IGH

IGH represented the most frequently observed
feature (74.7%), detected in 53 of 58 (91 .4%) PAK in
our series and in 5 of 21 (28.6% )} LM (P < 001), with a
sensitivity of 91.4% (95% CI 81.4%-96.3%) and
specificity of 71.4% (95% CI 50.0%-86.29%) statistically
significant compared with LM (P < .001) and
a positive predictive value of 89.8% (95% CI
79.5%-95. 3%,

When considering PAK, IGH detection was
followed by rhomboidal structures (58.6%) and
slate-gray globules and dots (560.9%).

For LM, the most frequent denmoscopic feature
was rhomboidal structures (71.4%), followed by
slate-gray globules and dots (66.7%) and asymmetric
pigmented follicular openings (57.1%) (Table I).
Asymmetric pigmented follicular openings and black
blotches were statistically significant for IM
diagnosis compared with PAK (P < .01 and 004,
respectively).

Of the 5 IM presenting IGH, all displayed
asymmetric pigmented follicular openings, along
with other IM characteristic features except blotches
in the majority of cases.

The intercbserver reproducibility for IGH was
excellent (Cohen Kappa (.846).

RCM and histopathologic corrclate of IGH
RCM imaging was performed in a total of 14
cases: 5 LM and 9 PAK. In all PAK cases, in
mosaic images, we observed areas of atypical
honeycomb at the granular and spinous cell layer.
In a detailed evaluation of the hair follicles we
detected imegulady shaped kemtinocytes mainly
located outside the infundibulum, which was
itself constituted of apparently regular and
monomorphous  cells, Numerous dendritic cells
were observed in the epidermis in the area between
hair follicles, but not infiltrating the infundibulum.
Exploring the hair follicle infundibulum in depth
(from the corneal layer to 80 pm), in correspondence
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Fig 1. Pigmented actinic keratoses (PAK) and lentigo maligna (LM). Demoscopic aspedts.
A, PAK showing rhomboidal structures (asterisk) and inner gray halo (IGH) (yelfow arrows).
B, PAK with IGH. C, LM depicting IGH, thomboidal structures, asymmetric pigmented follicular
openings (armwbeads), and annular-granular partern (Black arrows). D, PAK showing
rhomboidal structures, IGH, and annular-granular pamern.

of the IGH, it was possible to constantly detect a ring
of pigmented keratinocytes surounding the hair
follicles.

In LM atypical dendritic cells were observed
both within the hair follicle epidermis and in the
intervening space between hair follicle openings. In
all 5 cases also roundish pagetoid and atypical cells
were detected, along with nests constimted by
pleomorphic melanocytes mainly protruding from
the follicular structures.

We performed transverse sectioning of (6 cases of
PAK to comrelate the IGH with RCM. Whereas the
brown pseudonetwork surrounding the IGH seenon
dermoscopy  showed numerous  melanocytes,
corresponding to the bright dendritic cells on RCM,
the hair follicles showed pigmented keratinocytes in
the basal layer and no or few large dendrtic
melanocytes. Thus, the pigmentation of the basilar
kemtinocytes surmunding the hair follicle seems o
be responsible for the appearance of the IGH
(Tyndall effect).

DISCUSSION
The pmposed dermoscopic diagnostic features
for IM improved diagnostic accuracy.” " However,

PAK remains one of the most difficult to diagnose
entities for the dermatologist, because it shares
several clinical and demmoscopic features with IM
(Fig 1, A, B, and D).

In this article we described a new demoscopic
paameter, named “inner gray halo” and tested its
diagnostic value in a subset of difficult lesions (PAK
and IM) on the face. This feature corresponds to a
homogeneous gray-bluish or beige circular structure
surrounding hair follicles and forming the intemal
contour of the brown meshes of the pigment
pseudonetwork, so that the “holes” of the PAK
pseudonetwork seem broader than those of the
LM pseudonetwork (Fig 1).'"" It differs from the
previously described features for PAK of keratotic
plug or yellow plug,”"" because these features refer
to the kermtotic filling inside the follicular openings,
whereas the IGH is a grayish hue, which surmounds
this follicular openings (Fig 2, 4, B, and D). It is
distinguishable from the annular-granular pattem
because the latter is constituted by small gray
blotches or dots irregularly distributed around the
hair follicles: (Fig 1. D), and from the rhomboidal
structures, which constituee a full-thickness gray-
blue pseudonetwork (Fig 1, A and D).
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Fig 2. Pigmented actinic keratosis (PAK). Dermoscopic image and schematic drawing of inner

gray halo (IGH). A, Transverse (en face) drawing section of IGH: keratotic plug seen on
dermoscopy { yeliow); pseudonetwork (brown) and IGH (hatched gray). B, Dermoscopic
image of PAK, showing multiple IGH. C, Magnified dermoscopic detail of IGH. D, Magnified
image of IGH with superimposed matching IGH drawing, showing keratotc plug ( pelfow
asterisk), IGH, and pseudonetwork (Mack amow).

The IGH was seen in the large majority of
PAK, shown to be a sensitive and reproducible
(Kappa value 0.840) parameter for its diagnosis,
although observed also in 5 of 21 IM. In our
seres, all IM showing IGH also presented LM
characteristic  features, swch  as  rhomboidal
structures, asymmetric pigmented follicular open-
ings, and annular-granular pattern, thus leading to
the correct diagnosis (Fig 1, C).

In our attempt to find the histopathologic
comelate of this new feature, we studied some
selected cases with RCM and performed transvemse
sections of selected areas. We found that the
histologic equivalent of this new feature is the
inverted cone of “spared” (orthokeratotic nonana-
plastic) epidermis, which tends to spread around
the follicular openings on the surface of the
epidermis, in an umbrella-like pattern, seen in
actinic keratosis (Fig 3, 4), as originally described
by Pinkus.'” According to that author, this pattern
resembles the ishinds of re-epithelization starting
around the follides during the wound-healing
process. The adnexal epithelinm is spared from
the amaplastic changes present in the sumounding
epidermis of actinic keratosis, thus preventing the
area surrounding the follicle from being hyperpig-
mented. The grayish hue seems to be justified by
the Tyndall effect of hypermelanotic keratinocytes
located in the basal layer of the anaplastic
epidermis, which spreads undemeath the
“umbrella" of normal epidermis in the follicles,
as demonstrated by the presence of a ring of
pigmented/bright basilar kemtinocytes visible
in histopathology and RCM, respectively (Figs 3
and 4).

RCM parameters previously described for actinic
keratosis'” have been recently integrated by the
presence of brght nucleated cells in the epidermis

characteristic for PAK." In all our PAK, RCM images
showed the atypical honeycomb pattern and the
dendritic cells sparing the area surmrounding the
follicular openings, pumsuant © the findings in
histology (Fig 4, €). This different epidermal
pattern resulted at deeper stage int a ring of
pigmented keratinocytes surmounding the regular
honeycombed  epidermis  funneling into  the
follicular opening. This deeper line of pigmented
basal kemtinocytes (appearing as a fng of small
polygonal cells) that follow the follicle profile was
the obvious correlate with the IGH (Fig 3, B and |
and Fig 4, C and D).

Concerning the 5 LM showing IGH (Fig 1, ),
after reviewing their histopathology, we can
speculate that in these cases there is a concomitance
of thickened epidermis around hair follicles with
a pattern similar to actinic keratosis because of
the coexistent sun damage. This perifollicular
epidermal thickening may be responsible for the
Tyndall effect gray appearance of the pigmented
malignant melanocytes proliferating within  hair
follicle epithelium.

In summary, we describe a novel dermoscopic
parameter for PAK diagnosis, named “inner gray
halo." Although this new parameter's sensitivity
and specificity in this test set was good, a single
dermoscopic criterion should not be used to
establish a diagnosis.”” A larger test set is needed
to validate the potential use of this feature for
differential diagnosis and its relative value
when in combination with other dermoscopic
parameters, also  including other pigmented
lesions of the face as IM differential diagnoses.
However, the strong Thistopathologic and
confocal comelates of a PAK -specific characteristic
corroborate the interest of this feature in the
dermoscopic panorama,
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Fig 3. Pigmented actinic keratosis (PAK). Dermoscopic-histologic correlation of inner gray
halo (IGH). A, Schematic drawing of PAK. Demoscopic feature keratotic plug ( peffow).
Inverted cone of spared epidermis around the follide (grey), which is the higologic
counterpart of IGH; and pigmented anaplastic epidermis (actinic keratosis) (brown), which
is the hismlogic correspondent of the pseudonetwork (adapied from Pinkus,'® © 1958
American Society of Clinical Parthologists). B1 and B2, Hiswologic demonstration of actinic
damage sparing the umbrella-shaped follicular area of the same follicde shown in Fig 4, A-D. C,
Transverse sedion showing no immunoexpression. D, Immuncexpression of epidermal
keratinocytes. E, Perpendicular seion showing melanin increase in basal keratinocytes
spreading undemeath the umbrella-shaped follicular area. (B1 and B2, Hematoxylin-eosin
stain; C, immunchistochemigry HMB-45; D, immunohistochemistry AE1/AF3; E, Fontana-
Masson stain: B-E, original magnifications: B-D, X100, E, %40
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Fig 4. Pigmented actinic keratosis. Equivalent en face reflectance confocal microscopy (RCM)

image of inner gray halo (IGH). A, Dermoscopic image of the lesion showing IGH (yellow
square). B, Magnified dermoscopic detail of IGH. C, Magnified image of IGH with
superimposed matching IGH drawing. D, RCM mosaic image, with selected area (yellow
square) for step-sectioning images. E, Step image showing RCM counterpart of IGH: ring of
normal honeycomb around the follicular area (yellow arrows) surrounded by disarranged
bright keratinocytes. F, Deeper RCM step image of the same area at spinous-dermoepidermal
junction layer level showing honeycomb disarrangement and ring of small polygonal bright
cells surrounding the area of normal honeycomb around the follicles, following the follicular
profile (yellow arrowbeads), corresponding to the hyperpigmented basal keratinocytes seen
on histology, which are responsible for the Tyndall effect seen on dermoscopy of IGH.
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Squamous cell carcinoma in situ (SCCIS) affecting the
ano-genital area (also termed Bowenoid papulosis, BP)
is mostly associated with high-risk strains of human
papilloma virus (HPV) (1). Isolated HPV-associated
SCCIS i the extra-genital area, without concomitant
genital HPV infection, has been reported infrequently (2);
such cases may present as pigmented papules or plaques,
which may be difficult to differentiate from melanoma.
We describe here the clinical and dermoscopic
features of isolated HPV-associated pigmented SC-
CIS (termed extra-genital BP) in a small case series.
We also describe the findings of reflectance confocal
microscopy (RCM), a bedside imaging technique
that is useful for differentiating keratinocytic from
melanocytic neoplasms. We use histopathology and
immunohistochemistry (IHC) to elucidate the tissue
correlates of the RCM findings. Finally, we compare
the dermoscopic and RCM findings of the present series
with those observed in 2 cases of classic genital BP.

CASE REPORTS

Five pigmented plaques and papules. from 5 patients, presen-
ted clinical features that raised suspicion for the diagnosis of
melanoma (Table SIY); one lesion was located in the inguinal
area, while 4 lesions were distant from the ano-genital region.
On dermoscopy, the lesions presented a mostly-structureless
pattern with multiple colours. including brown, grey-blue
and black, distributed in asymmetrical fashion: dermoscopic
structures included irregularly distributed brown-to-grey dots,
radial lines and. at times, scales (Fig. S11).

All 5 lesions underwent RCM imaging prior to excisional
biopsy (Fig. S1'). On RCM, all lesions showed surface scale,
bright dendntic cells and an irregular and disarranged honey-
comb pattern at the spinous-granular layers of the epidermis.
Keratinocyte atypia was representaed by significant irregularity
1n size and shape of the cells. In the dermo—epidermal junction
(DEJ). a ninged pattern composed of small closely-set edged
papillae was seen. In the superficial dermus, plump-bright cells
and small bright dots were observed; increased blood flow
was also notable on real-time video-mode imaging. The RCM
findings were suggestive of pigmented SCCIS.

All lesions underwent excisional biopsy. Specimens were
submitted for histopathological analysis and all were initi-
ally diagnosed as pigmented SCCIS. Haematoxylin and eosin

"ittp://www. medicaljoumals.se/acta/content/7doi=10.2340/00015555-2399
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(H&E) stained specimens revealed an epithelial neoplasm
characterized by loss of the normal epidermal maturation pat-
tern with numerous atypical keratinocytes displaying large
nuclei and perinuclear halos (1.e. features of koilocytes); these
cytological findings raised the possibility of HPV-related SC-
CIS (Fig. S2AY. Numerous atypical mitoses were observed
in the upper epidermis, as well as frequent dyskeratotic cells.
There was diffuse epidermal hyperpigmentation notable in
basal keratinocytes and in dendritic extensions, with melanin
spanning the extent of the epidermis up to the stratum corneum.
Numerous melanophages could be seen 1n the papillary dermus.
IHC staming for Melan-A and CD1a was performed. CDla
stain revealed increased number of Langerhans cells (Fig.
520", while Melan-A immune-staining showed only normal-
appearing basal melanocytes (Fig. S2C?). Finally, linear array
HPV-genotyping test was positive for HPV-16 (Fig. S2B!) in
all cases, establishing the final diagnosis of extra-genital BP.
Notably, none of the patients harboured genital lesions. had
history of sexually transmitted diseases, or presented with 1m-
munosuppressive disease.

In 2 separate cases of classic genital BP, we observed multiple
verrucous brown papules and plaques without a surface scale,
distributed 1n the genital area (dorsum of penis). On dermo-
scopy. the lesions showed a homogenous pattern, brown-to-grey
in colour. On RCM., the structures observed were very simalar
to the ones found in the extra-genital cases; namely, dendritic
cells at the suprabasal epidermis. small ninged papillae at the
DET and plump-bright cells in the dermus.

DISCUSSION

SCCIS in extra-genital location is mostly related to
chronic sun exposure (3). It usually presents as an
erythematous, scaly patch. Pigmented SCCIS is found
at a lower frequency; Cameron et al. (4) found the pig-
mented variant in only 5.5% of 951 histopathologically
verified cases. Interestingly. the pigmented cases were
located in anatomical areas known to be associated with
HPYV. such as the ano-genital and periungual regions.
Outside these regions, finding mucosal high-risk strains
of HPV in SCCIS is uncommon (5, 6). Zheng et al. (5)
studied 41 patients with extra-genital Bowen’s disease
and found HPV 16 and 33 in only 7% of cases: the
HPYV positive cases were coincident with lesions near
to the genital area (e.g. lower abdomen and buttock).
In contrast to the cases described by the authors above,
4 of our 5 cases presented clinically as verrucous, pig-
mented, non-scaly lesions located far from the genital

® 2016 The Authors. doi: 10.2340/00015555-2399
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area. These patients had dark skin phototype and no
clinical signs of chronic photo-damage or significant
risk factors for developing skin cancer.

Pigmented SCCIS is a known melanoma-mimic, both
clinically and dermoscopically (7-10). RCM can be
useful in establishing the specific bedside diagnosis of
pigmented SCCIS and pigmented actinic keratosis in
its various degrees of atypia (11). In the present case
series, the RCM features of atypical and sometimes
disarranged honeycomb pattern at the spinous-granular
layers and small closely-set rings of bright basal cells
around the dermal papillae were indeed commensurate
with the diagnosis of pigmented SCCIS (12). Of note,
RCM showed the presence of numerous bright dendritic
cells in the supra-basal epidermis; using THC staining
for CD1A and Melan-A, these dendritie cells proved to
be Langerhans cells and not melanocytes in Pagetoid
spread (13). Similarly, Moscarella et al. (14) described
intraepidermal proliferation of Langerhans cells in
pigmented actinic keratosis, represented by dendritic
cells seen on RCM.

In addition. the density and cyto-morphology of mela-
nocytes in this series appeared normal. For this reason,
we assume that the abundance of melanin within the
epidermis is probably due to activation of melanocytes,
which can be observed through RCM in pigmented
actinic keratosis, resulting in small bright polygonal
keratinoeytes surrounding the follicular opening (15).

While the cases included in the present study pre-
sented very similar RCM features to those observed
in 2 cases of classic genital BP, we could not visualize
RCM structures suggestive of koilocytes in either the
classic and extra-genital BP. Thus, the suspicion of
HPV-associated neoplasms relied on the cytological
findings of koilocytes on histopathology: indeed, this
association was confirmed by the finding of HPV-16 on
DNA linear array testing.

In summary, RCM may help to distinguish pigmented
SCCIS from melanoma. Howevwer, clear visualization of
the entire DEJ with its typical characteristics of epider-
mal hyperplasia (small closely-set rings of bright basal
cells around at the dermal papillae) is mandatory in all
cases in order to rule out a melanoma.
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Supplementary material to article by T. C. M. Pinto Blumetti et al. "Dermeoscopic and Reflectance Confocal Microscopy Findings in

Extra-genital HPV16-associated Pigmented Squamous Cell Carcinoma in situ™

Fig. §1. Clinical (insets). dermoscopy and confocal images
from 5 cases. (A—C) Case 1 — upper arm. (A) Dermoscopy:
irregularly distributed brown dots/globules and grey-to-brown
asymmetrical pigmentation. (B) Individual reflectance confocal
microscopy (RCM) image {0.5x0.5 mm): dendritic cells at the
level of spinous-granular layer (arrows). (C) RCM mosaic
image (1.5%1.5 mm) 1n the dermo-epidermal junction (DEJ):
bright atypical keratinocytes surrounding polycyclic papillae
(arrows). (D-F) Case 2 — inguminal area. (D) Dermoscopy:
irregularly distributed brown dots/globules. grey-to-brown
asymmetrical pigmentation, peripheral irregular streaks and
scale. (E) Individual RCM image (0.5x0.3 mm): numerous
dendritic cells at the level of spinous-granular layer (arrows).
(F) RCM mosaic image (1.5%1 5 mm) on DEJ: multiple small
brighi-edged papillae (arrows) and vessels within superficial
dermis. (G-I) Case 3 —cheek. (G) Dermoscopy: anular-granular
pattern. grey-to-brown asymmetrical pigmentation. peripheral
irregular streaks and scale. (H) Individual RCM image (0.5%0.5
mm): dendritic cells at the level of spinous layer (arrows)_ (I}
Individual RCM image (0.5x0.5 mm) on DEJ: bright atypical
keratinocytes surrounding polycyclic papillae (arrows). (J.
K and L) Case 4 — cervical area_ (J) Dermoscopy: irregularly
distributed brown globules and grey-to-brown asymmetrical
pigmentation. (K) Individual RCM image (0.5x0.5mm):
dendritic cells at the level of spinous-granular layer (arrows).
(L) RCM mosaic image (1.0x1.0 mm) at the DEJ: bright
atypical keratinocytes surrounding policyclic papillae (arrows).
(M. N and O} Case 5 — eyebrow. (M) Dermoscopy: grey-to-
brown asymmetrical pigmentation. (N) Individual RCM image
(0.5%0_5mm): dendritic cells around the follicle at the level of
spinous layer (g@rrows). (0) RCM mosaic image (0.75x0.75
mm) at the DEJI- bright atypical keratinocytes surrounding
polycycelic papillae (arrows).
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Supplementary material to article by T. C. M. Pinto Blumetti et al. "Dermoscopic and Reflectance Confocal Microscopy Findings in
Extra-genital HPV16-associated Pigmented Squamous Cell Carcinoma in situ™

¢ : gsiEt £ 2 " ! B i i
Fig. §2. Histopathology and immunohistochemistry sections from Case 1. (A) Haematoxylin and eosin (H&E).
Papillomatous proliferation with atypical keratinocytes occupying the entire thickness of the epidermis.
Inset: confocal image at the dermo-epidermal junction (DEJ) revealing bright atypical keratinocytes
surrounding the papillae. (B) pl6 showing strong and diffuse immunoexpression. (C) Melan-A exhibiting
normal population of mel; ytes. in contrast to what is seen in confocal microscopy (inser), where the
epidernmus 1s showing a large population of dendnitic cells. (D) CD1a revealing an increased number of
Langerhans cells. (Original magnification x 100).
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5 DISCUSSAO

A gueratose actinica pigmentada da face constitui um desafio
diagnéstico, tanto clinico como dermatoscépico, sendo com frequéncia
diagnosticada erroneamente como lentigo maligno, levando a bidpsias
desnecessarias em uma &rea cosmeticamente sensivel. A conduta
terapéutica no LM é excisao cirurgica, enquanto a QAP pode ser abordada
com métodos menos invasivos e excelentes resultados estéticos. Os
parametros classicamente descritos para o diagndstico de LM da face, foram
encontrados com frequéncia nas QAPs do presente estudo, corroborando
dados de literatura (STOLZ et al. 2002; AKAY et al. 2010, GONCHAROVA et
al. 2013).

AKAY et al. (2010) ja havia mencionado que dos achados
dermatoscopicos para lentigo maligno foram encontrados nas queratoses
actinicas pigmentadas, com excecdo do black blotch. Dos parametros
estudados no presente estudo apenas aberturas foliculares
assimetricamente pigmentadas (AFAP) e halo interno cinza (HIC) foram
significativos para diferenciar respectivamente lentigos malignos e
queratoses actinicas pigmentadas. Esse achado néo invalida os algoritmos
diagnésticos que incluem pontos e globulos cinza e estruturas romboidais
para suspeicao de lentigo maligno, mas corrobora os achados de AKAY et
al. (2010) de que os os outros parametros dermatoscopicos também seriam

encontrados nas queratoses actinicas pigmentadas. O correspondente
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histopatolégico dos pontos e glébulos cinza-arddsia vistos a dermatoscopia,
sdo macrofagos carregados de melanina na derme, de maneira que nao séo
achados especificos de LM, podendo ser encontrados nas QAPs. Idem
ibidem as estrias e as estruturas romboidais, vistas a dermatoscopia, que
correspondem a jungdes de pontos e juncdes de estrias, respectivamente.

Deste modo, AFAP e IGH traduziram o comportamento do pigmento
no foliculo a dermatoscopia, como ja descritos por NASCIMENTO (2006).
N&o havia contudo um instrumento de anéalise de imagem que diferenciasse
estes dois achados dermatoscopicos. O processamento histolégico
convencional nem sempre permite localizar o foliculo estudado no plano
dermatoscopico e 0s melandcitos atipicos e queratindcitos pigmentados
vistos ao microscopio dependem do plano de corte do funil do foliculo para
avaliar o seu comportamento relacionado a dermatoscopia. A MC com
cortes finos centrada no foliculo no plano en-face (passo de 1,5 um, 150 ym
de profundidade) foi proposta para este estudo durante a execucdo dos
primeiros casos e se mostrou uma boa forma de captacdo de imagem
porque a estrutura em calice do foliculo tem angulo agudo e se fossem
utilizadas variacdes de profundidade convencionais no stack (passo de 5,2
pm, 150 um de profundidade) haveria descontinuidade das células
brilhantes, como se estivessem dando saltos em direcdo ao centro do
foliculo.

Nos LM, os melandcitos atipicos brilhantes eram observados tanto no
epitélio interfolicular, como intrafolicular, invadindo o epitélio normal do

foliculo por dentro da estrutura de calice (Figuras 5,6,7 e 8), corroborando
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achados de GUITERA et al. (2010) de que a localizagé&o folicular das células
juncionais atipicas corresponde as aberturas foliculares assimetricamente

pigmentadas, sendo este um dos critérios definidos por estes autores para

diagnéstico confocal de LM.

Figura 5 - Lentigo maligno. A foto clinica. B e C Imagem dermatoscépica. A imagem

em vermelho corresponde & area selecionada para MC, na borda de progresséo da doenca.
Presenca de AFAP.
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Figura 6 - Imagem a MC do Lentigo Maligno observado na figura 5;

Vivablock superficial na epiderme. E e F correspondem a ampliagées dos quadrados
vermelho e azul respectivamente em D. Observam-se células dendriticas correspondentes a

melandcitos. O terco direito da figura D mostra pele normal sendo invadida pelo LM.
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Figura 7 - Imagem a MC do Lentigo Maligno observado na figura 5;

Vivablock na junc@o dermo-epidérmica. Os foliculos encontram-se comprometidos
pelas células atipicas dendriticas (area em vermelho). As células dendriticas sédo longas e

numerosas progredindo para a area de pele normal (area em azul).
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Figura 8 - Imagem a MC do Lentigo Maligno observado na figura 5;

Vivablock na jungdo dermo-epidérmica-derme. Células atipicas foliculares e
interfoliculares (area em vermelho, setas). Observam-se melanéfagos e células atipicas na
derme (a4rea em azul, setas). Neste nivel as céluals brilhantes se concentram dentro da

estrutura em funil do foliculo.

Em contrapartida, nos casos de QAP numerosos queratindcitos
brilhantes atipicos eram observados entre os foliculos, porém poupando
uma area intrafolicular de queratinécitos monomorficos (Figuras 9, 10 e 11).
Nos stacks foliculares um anel de queratindcitos brilhantes atipicos podia ser
observado ao redor do epitélio folicular normal, sem que houvesse invaséo

folicular (Figura 12).
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Figura 10 - Imagem a MC do Queratose Actinica Pigmentada observada na
figura 9; Vivablock superficial no extrato cérneo e granuloso. C. Células

brilhantes poupando a area do foliculo piloso (setas) D. Favo de mel atipico. As células sao
de tamanhos variados e com desestruturacao do seu desenho regular (setas).
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Figura 11 - Imagem a MC do Queratose Actinica Pigmentada observada na

figura 9; Vivablock Juncdo dermo-epidérmica. Células brilhantes (queratindcitos)

ainda poupando os foliculos (setas). F. Derme. Células convolutas brilhantes em um arranjo
cordonal rodeando os foliculos (setas).

A técnica de execucéao destes cortes finos correlacionados ao foliculo
visto ao exame de dermatoscopia foi denominada abordagem folicular
(follicular aproach - Figura 12) e os dois achados mais significantes neste

estudo (APFO e IGH) sdo mais facilmente estudados com esta abordagem.
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Figura 12 - Abordagem folicular. G.Dermatoscopia da lesdo do paciente da

figura 9 com destaque para o trecho onde foi executado o stack. Pode-se ver o

halo interno cinza (setas amarelas). G1 a G17: Imagens sucessivas de um Stack de uma
gueratose actinica pigmentada em cortes finos: as células brilhantes que rodeiam o foliculo
piloso poupam um circulo de queratinécitos normais do foliculo. Conforme as imagens do

stack se aprofundam, o contorno de células brilhantes se estreita de forma regular.

O modelo comprovado com este estudo também valida o modelo de
Pinkus (1958) para o comportamento dos queratinocitos atipicos
pigmentados da QAP nos foliculos pilosos (Figura 13). Segundo este
modelo, com o aumento de proliferacdo displasica do epitélio que entremeia
os foliculos, como os foliculos séo poupados das alteracfes displasicas das
queratoses actinicas, ocorre a formacéo de uma estrutura se abre em calice
ou guarda-chuva na superficie adquirindo ao corte histolégico convencional
um aspecto de tronco de cone invertido. Esta estrutura corresponde ao
epitélio folicular poupado. Os queratinécitos atipicos pigmentados que tem

origem distinta dos do foliculo, escorregam por debaixo da estrutura em
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guarda-chuva por falta de espaco (Figura 13A). Visto no plano en face a
dermatoscopia temos o plugue corneo amarelado ao centro circundado por
um circulo branco, por sua vez circundado pelo halo interno cinza e pelo
padrdo anular granular acinzentado (Figura 14); e a RCM, vemos um anel
de queratinocitos brilhantes atipicos na periferia do foliculo com um centro
acinzentado que vai se estreitando conforme o stack se aprofunda (Figuras

10, 11 e 12).
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Figura 13 - Correlacdo dermatoscopica-histopatolégica do halo interno

cinza. A, Desenho esquematico do Halo interno cinza: em amarelo plug queratético
central; cone invertido de epiderme normal, poupada do dano actinico em cinza, que
corresponde ao Halo interno cinza; epitélio anaplasico (queratose actinica) em marrom, que
€ o correspondente histolégico da pseudorrede vista a dermatoscopia. B1 e B2,
demonstragéo histolégica do dano actinico, poupando uma area no foliculo em forma de
guarda-chuva invertido. C, corte transversal com imunoexpressao negativa para HMB-45. D,
imunoexpressao positiva dos queratindcitos basais (AE1/AE3). E, corte perpendicular
demonstrando aumento de melanina basal em queratinécitos basais, avancando por
debaixo da area folicular poupada em forma de guarda-chuva.
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Figura 14 - Queratose actinica pigmentada. A, Desenho esquematico de Halo
interno cinza em vista transversal: plug de queratina central (amarelo), pseudorrede
pigmentada (marrom) e halo interno cinza (cinza). B, dermatoscopia de QAP, com presenca
de multiplas halos internos cinzas. C, magnificacdo de halo interno cinza. D,magnificacao de
halo interno cinza demonstrada em C, com superposi¢édo de desenho esquematico de halo

interno cinza.

Embora os circulos brancos (TSCHANDL 2015) sejam também
estruturas dermatoscopicas sugestivas tumores de linhagem queratinocitica,
estes parametros ndo foram usados no presente estudo por terem sido
publicados a posteriori, e a literatura os relaciona tanto para excluir CEC e
gueratoacantoma, quanto para diagnosticar queratoses actinicas
pigmentadas. Os circulos brancos correspondem ao funil de epitélio normal
gue se sobrepdem aos queratindcitos atipicos pigmentados da QAP (Figura
15 A, B2, F, G). A pseudorrede pigmentada corresponde aos queratindcitos
atipicos pigmentados que se proliferam, poupando os foliculos (Figura 15 A,

B1, E e G). E finalmente o Halo interno Cinza corresponde a uma juncéo dos
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efeitos Opticos do circulo branco e da pseudorrede pigmentada, ou seja ao
efeito Tyndall dos queratinécitos atipicos pigmentados vistos por debaixo do

guarda-chuva de queratindcitos foliculares poupados resultando na nuance

acinzentadada do HIC (Figura 15 A, C,G).

Figura 15 - Desenho esquematico de Halo Interno Cinza e correlagdo com

estruturas dermatoscopicas descritas no foliculo. A. Corte esquematico
longitudinal do foliculo, no qual observa-se a representagéo do efeito Tyndall do pigmento
presente nos queratinécitos pigmentados da QAP. B1 e E representam a pseudorrede
pigmentada. B2 e F Circulos brancos descritos pos Rosendahl. C. A juncdo dos efeitos
Opticos do circulo braco e da pseudorrede pigmentada resulta no efeito acinzentado
observado no HIC, por efeito Tyndall. G. Imagem dermatoscoOpica, na qual observa-se
nitidamente o halo braco interno (estrela amarela), halo cinza no meio (estrela azul) e

pseudorede pigmentada externa ( estrela vermelha).

LALLAS et al. (2016) avaliaram a acuracia diagnostica de critérios



49

dermatoscopicos para LM e QAP, entre os quais ndo constava a defini¢cdo
de HIC. Os autores encontraram associacdo dos chamados gray circles com
LM, sendo um fator preditor de LM na andlise univariada. Figura 16). Apesar
da semelhanca em termos de coloracdo e nomenclatura, os gray circles
referem-se ao acometimento folicular pelo LM, enquanto o HIC
corresponderia aos double circles descritos por Tschandl em 2015, um ano
apos a publicacdo do primeiro estudo deste doutorado (Figura 17B)

(TSCHANDL et al. 2015).

Fonte: Adaptado de LALLAS et al. (2016)

Figura 16 - Melanomas apresentando gray circles.
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Fonte: Adaptado de TSCHANDL et al. (2015)
Figure 17 - Gray Circles versus Double circle. A Representagéo dos gray circles

(setas amarelas). B Representagdo dos double circles.(setas vermelhas).

Tendo como premissa que o Halo interno cinza apresentou forte
correlacdo histologica e confocal, aventou-se a aplicabilidade deste
parametro no auxilio diagnostico diferencial de outras lesdes pigmentadas
da face.

A Doenca de Bowen pigmentada, ou carcinoma espinocelular in situ
pigmentado, assim como a queratose actinica pigmentada, constitui um
simulador de melanoma da face, tanto clinica como dermatoscopicamente.
Ambos séo neoplasias cutaneas de origem no epitélio escamoso, sendo
portanto esperado que possuam caracteristicas histopatologicas e a
microscopia confocal em comum, embora o quadro clinico e dermatoscopico
possa ser distinto. A microscopia confocal observa-se desarranjo do padréo
honeycomb nas camadas granulosa e espinhosa, além de anéis de células
brilhantes ao redor das papilas dérmicas e presenca de numerosas ceélulas
dendriticas nas camadas supra-basais da epiderme (Figura 18). Dos cinco
casos descritos na série de casos no segundo artigo, o caso localizado na

face, apresentava células dendriticas brilhantes, que poupavam o foliculo
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piloso, ou seja apresentavam o correspondente a microscopia confocal do
Halo interno cinza, possibilitando um diagnostico diferencial de lesdo de
linhagem queratinocitica com lentigo maligno, antes mesmo da realizacdo de
bidpsia e imunohistoquimica com CD1-a e melan-A (Figura 18).

A abordagem folicular combinando o achado de HIC com
estreitamento regular do anel brilhante a RCM permitiu na pratica a excluséao
de melanomas em lesfes de linhagens queratinociticas faciais. E apesar do
HIC apresentar sensibilidade de 91,4% e especificidade de 71,4% (p<0,001),
com valor preditivo positivo de 89,9% (IC 95% 79,5-95,3%; ), e excelente
concordancia interobservador (Cohen kappa 0,846), o diagndstico padréo

permanece o histopatologico, sendo necessaria a validacdo dos achados do

presente estudo com uma casuistica mais ampla, e em diferentes centros.

Figura 18 - Doenca de Bowen pigmentada. Imagem clinica e microscopia confocal

de lesdo pigmentada no supercilio. Presenca de anel de células brilhantes poupando

epitelio perifolicular normal.
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6 CONCLUSAO

O Halo Interno Cinza representou o achado mais frequente nas
queratoses actinicas pigmentadas, seguido por estruturas romboidas e
glébulos e pontos acinzentados.

Halo Interno Cinza corresponde na histologia aos queratindcitos
normais oriundos do foliculo sobrepondo-se aos queratinécitos pigmentados
atipicos da queratose actinica pigmentada circunjacente, que deslizam por
sob a estrutura de funil sem contudo invadi-la. As estruturas romboidais e 0s
pontos e globulos correspondem aos melandfagos e queratindcitos
pigmentados entremeando as estruturas em guarda-chuva de foliculos
normais regularmente distribuidas na face.

O correspondente a microscopia confocal do HIC é o anel de células
brilhantes que se estreita conforme se aprofunda, poupando a estrutura em
padrdo favo de mel regular do foliculo; o das estruturas romboidais e
glébulos e pontos corresponde as células brilhantes de queratinécitos na
epiderme e melanéfagos na derme .

HIC apresentou sensibilidade de 91,4% e especificidade de 71,4% e
VPP de 89,8% para QAP. No entanto nenhum parametro isolado de
dermatoscopia ou MC deve ser usado para diagnostico e a histologia
permanece o padrao ouro.

A preservacao de invasao por células tumorais do epitelio perifolicular

na queratose actinica a histopatologia, descrita por Pinkus, € um modelo de
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correlacdo possivel com a dermatoscopia e a microscopia confocal, podendo
constituir um fator de auxilio no diagnostico diferencial com o lentigo

maligno.
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