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RESUMO

Ferreira JASLB. Determinacdo dos padrdes da microscopia confocal in
vivo dos carcinomas basocelulares pigmentados e comparagdo com a
dermatoscopia e histopatologia em cortes perpendiculares e
transversais. Sdo Paulo, 2013. [Dissertacao de Mestrado Fundacao Anténio

Prudente].

Introducédo: O carcinoma basocelular (CBC) pigmentado muitas vezes se
assemelha ao melanoma cutaneo por apresentar pigmentagdo assimétrica e
padrao de crescimento irregular. Nessas situagcbes, s&0 necessarios
métodos diagndsticos auxiliares como a dermatoscopia, a histopatologia e,
mais recentemente, a Microscopia Confocal (RCM) in vivo. A RCM é um
método nao invasivo, em tempo real, que fornece imagens instantaneas e
permite visualizar estruturas microanatdmicas no plano paralelo a pele,
diferentemente dos cortes histolégicos convencionais. Sua interpretacao
baseia-se na morfologia celular e no reconhecimento de padrdes, ainda em
estudo, associados aos achados dermatoscépicos e histopatologicos.
Objetivos: Descrever os achados celulares dos CBCs pigmentados
observados no exame de RCM, estabelecer os padrées diagndsticos desta
técnica para essas lesbes e correlacionar tais achados com as
caracteristicas dermatoscopicas e histopatolégicas. Material e métodos:
Foram selecionadas 34 lesdes sugestivas de CBC pigmentado. Os pacientes
participantes foram recrutados no Nucleo de Cancer de Pele e Dermatologia
do A.C.Camargo Cancer Center no periodo de junho de 2011 a julho de
2012. Todos os pacientes foram avaliados quanto ao sexo, idade, cor da
pele e localizagao anatébmica da lesdo. Apos a suspeita diagnostica de CBC,
realizou-se a dermatoscopia e a RCM da lesdo e somente uma area
contendo uma caracteristica dermatoscépica de interesse foi selecionada
para o estudo histopatolégico em cortes perpendiculares e transversais.

Para a descricao da RCM foram utilizados termos previamente estabelecidos



no Consenso de Terminologia da Microscopia Confocal. A metodologia
utiizada para realizagcdo dos cortes perpendiculares e transversais foi
baseada no método de Headington. Resultados: As caracteristicas
dermatoscopicas como area em folha, area em raio de roda, grandes ninhos
ovoides azul-acinzentados e multiplos glébulos azul-acinzentados
correlacioaram-se na RCM as ilhas de células tumorais com células
dendriticas de formato e tamanhos variados. As telangiectasias arboriformes
da dermatoscopia se correlacinaram aos vasos ramificados horizontais e
calibrosos da RCM. Conclusédo: Foram definidos os padrdes do CBC
pigmentado na RCM in vivo. Também foi possivel correlacionar os achados
celulares encontrados nas RCM com as estruturas dermatoscopicas e

histopatoldgicas.



SUMMARY

Ferreira JASLB. [Determination of confocal microscopy patterns in vivo
in pigmented basal cell carcinomas and comparison with dermoscopy
and histopathology in perpendicular and cross sections]. Sado Paulo;
2013. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Antbénio Prudente].

Introduction: Pigmented Basal cell carcinoma (BCC) often resembles
melanoma skin by presenting asymmetrical pigmentation and irregular
growth pattern. In these situations, auxiliary diagnostic methods are needed
such as dermoscopy, histopathology and, more recently, confocal
microscopy in vivo (RCM). RCM is a non invasive method which provides
real-time instant imagens and allows visualizing the microanatomic structures
parallel to the skin, differently from conventional sections. Its interpretation is
based on the morphology cell and on pattern identification associated with
dermatoscopy and histopathology findings. Objetives: Describe BCC
structure cells observed in RCM, establish diagnostic methods for each and
match such findings with dermatoscopy and histopathology features.
Material and Methods: We selected 34 lesions suggestive of pigmented
BCC. Patients were recruted from the Skin Cancer Division of A.C.Camargo
Cancer Center from June 2011 to July 2012. All patients were analised as for
their sex, age, skin type and anatomical location of the lesion. After the
diagnosis of BCC was held dermoscopy and RCM of the lesion and only an
area containing a characteristic dermoscopic of interest was selected for
histopathological study. For the RCM in vivo description we use the Confocal
Microscopy Terminology established on Confocal Microscopy Terminology
Consensus. For the histopathological study we used the Headington method.
Results: The characteristics such as mapleleaf like area, spoke-wheels area,
large blue-gray ovoid nests and multiple blue-gray globules correlated in the
RCM to the islands of tumor cells with dendritic cells of different shapes and
sizes. Arborizing telangiectasias are correlated with branched and horizontal
vessels in RCM. Conclusion: The pigmented BCC were defined in confocal
microscopy. It was also possible to correlate the cells findings in the confocal
microscopy with dermatoscopic and histopathological structures.
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1  INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO

O Carcinoma Basocelular (CBC) é o cancer cutaneo mais comum na
populagdo branca, atingindo principalmente caucasianos. Sua incidéncia
vem crescendo no mundo, estima-se que esse aumento seja de
aproximadamente 60 % nas Ultimas trés décadas. E um tumor de
crescimento lento que raramente origina metastases. Sua morbidade resulta
de invasao e destruicdo de tecidos locais (THISSEN et al. 1999; CEILLEY et
al. 2006; TELFER et al. 2008).

Os fatores etioldgicos mais importantes sdo a predisposi¢cdo genética
€ a exposicao a radiacao ultravioleta. As areas foto expostas como cabeca e
pesco¢co sao os locais mais acometidos. Os fatores de risco para
desenvolvimento do CBC incluem: exposi¢ao solar na infancia, pacientes
com pele clara, imunossupressdo, exposicado a arsénico e exposiciao a
bronzeamento artificial (THISSEN et al. 1999; CEILLEY et al. 2006; TELFER
et al. 2008).

Aproximadamente 7% dos CBCs sao pigmentados. Clinicamente essa
variante do CBC se apresenta como uma placa, papula ou nédulo, que pode
estar ulcerado, com variavel pigmentacdo melanica. Desse modo, um
importante diagndstico diferencial clinico do melanoma cutaneo (neoplasia

cutanea que apresenta comportamento agressivo) se da pela apresentagao



de pigmentacao assimétrica e padrao de crescimento irregular (MALONEY
et al. 1992; BETTI et al. 1997, MENZIES et al. 2000; MENZIES 2002).

Algumas lesbes pigmentadas da pele muitas vezes n&o sao
diagnosticadas por suas caracteristicas clinicas, mesmo por um profissional
experiente. Dessa forma, critérios adicionais sao necessarios para o seu
diagndstico com maior acuracia (DAL POZZO et al. 1999; SOYER et al.
2001). Nas ultimas décadas houve disseminagao de uma técnica de baixo
custo e ndo invasiva para realizagdo do diagnostico precoce das lesdes
pigmentadas, a dermatoscopia (ARGENZIANO et al. 2003).

A dermatoscopia dos CBCs apresenta caracteristicas bem definidas,
que podem auxiliar no diagnéstico do CBC pigmentado. No entanto, a
histologia ainda é necessaria para confirmar o diagnéstico de CBC
(MENZIES et al. 2000). Recentemente, a Microscopia Confocal in vivo
(RCM) tem propiciado aumento na acuracia do diagnéstico dos CBCs
pigmentados, particularmente quando usada como complemento da

dermatoscopia na avaliagao de lesdes suspeitas (WURM et al. 2012).

1.2 DERMATOSCOPIA

A dermatoscopia, também chamada de microscopia de superficie,
dermoscopia ou ainda, microscopia de epiluminescéncia, € um meétodo nao
invasivo, in vivo, que permite a visualizagdo de caracteristicas morfologicas
nao vistas a olho nu, apresentando como principal indicacdo o

estabelecimento do diagndstico das lesdes pigmentadas da pele. Utiliza uma



lente de magnificacdo de 10 a 20 vezes que permite uma acuracia
diagnostica de até 90% (PELLACANI et al. 2008; SENEL 2011).

As estruturas dermatoscopicas e as cores associadas a sua
distribuicdo oferecem ajuda na diferenciagao entre as lesées melanociticas e
nao melanociticas, além da diferenciacdo entre as lesdes melanociticas
malignas e benignas (MALVEHY et al. 2007).

O conhecimento das caracteristicas dermatoscopicas €& de
fundamental importancia, pois € utilizado nos modelos elaborados para o
diagndstico das lesdes pigmentadas através do exame dermatoscopico. Os
modelos diagndsticos propostos séo utilizados de acordo com a preferéncia

de cada profissional (REZZE et al. 2006a; REZZE et al. 2008).

1.2.1 Caracteristicas dermatoscépicas dos Carcinomas Basocelulares
(CBC)

As caracteristicas dermatoscopicas  foram primeiramente
padronizadas pelo Consenso de Hamburgo de 1989 e no ano 2000 foram
atualizadas pelo Consensus Net Meeting on Dermoscopy (ARGENZIANO et
al. 2003). Estas caracteristicas foram comparadas aos achados
microscopicos em cortes histopatoldgicos habituais (perpendiculares a
epiderme) em inumeras publicagbes, gerando ocasional dificuldade de
interpretacdo, pois as caracteristicas vistas a Dermatoscopia sdao em um
plano horizontal (YADAYV et al. 1993; TABANLIOGLU ONAN et al. 2010). Por
esta razado, REZZE et al. (2006a) realizaram um trabalho que foi considerado

pioneiro com o objetivo de correlacionar algumas das caracteristicas



dermatoscopicas com os achados histopatoldégicos em cortes transversais
em lesdes de melanoma cutdneo, porém com uma timida casuistica (23
casos).

Em 2000, MENZIES et al. elaboraram um modelo diagndstico
dermatoscopico para o CBC pigmentado que mostrou sensibilidade de 97%
e especificidade de 93%. Esse modelo se baseia em uma caracteristica
negativa e uma ou mais caracteristicas positivas. A caracteristica negativa é
a auséncia de rede pigmentar. Consideram-se positivas a presenga de uma
ou mais das seguintes caracteristicas dermatoscopicas: areas em folha,
areas em raio de roda, grandes ninhos ovéides azul-acinzentados, multiplos
glébulos azul-acinzentados, telangiectasias arboriformes e ulceragao

(MENZIES et al. 2000) (Quadro 1 e Figura 1).

Quadro 1 - Caracteristicas dermatoscopicas do CBC

Caracteristica negativa (ndo deve estar presente)

Rede pigmentar

Caracteristicas positivas (pelo menos uma deve estar presente)

Areas em folha

Areas em raio de roda

Grandes ninhos ovéides azul-acinzentados
Multiplos globulos azul-acinzentados
Telangiectasias arboriformes

Ulceragéao

Fonte: Modificado de MENZIES et al. (2000)




Figura 1 - Fotos dermatoscépicas dos critérios classicos dos CBCs (10x). A.
As setas amarelas evidenciam areas em folha. B. As setas amarelas sinalizam areas em
raio de roda. C. A seta amarela mostra o grande ninho ovéide azul-acinzetado. D. A seta
amarela aponta para os multiplos glébulos azul-acinzentados e a seta branca mostra

telangiectasia arboriforme.



1.3 LIMITACOES DA DERMATOSCOPIA E IMPORTANCIA DA

MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO (RCM)

A existéncia de limitagdes do exame dermatoscodpico na realizagéo do
diagnodstico de lesdes consideradas duvidosas levou a utilizacdo da RCM
como um método diagndstico auxiliar ndo invasivo para o estudo in vivo de
condigdes fisiologicas e patolégicas da pele (GERGER et al. 2005;
PELLACANI et al. 2005; BRAGA et al. 2009; GUITERA et al. 2009).

Em 2006, AGERO et al. observaram algumas caracteristicas de RCM
nos CBCs pigmentados, porém sua casuistica era pequena (5 casos) e
apenas histologicamente classificados como nodulares. Em 2011, CASARI
et al. descreveram outras caracteristicas de RCM nos CBCs pigmentados,
contudo, eram apenas dois relatos de casos. Em 2012, GUITERA et al.
descreveram um algoritimo para diagnostico de CBC pigmentado e
melanoma com uma boa casuistica (119 CBCs), porém nao abordaram
particularidades dos diferentes tipos de CBCs, nem a correlagcdo dos
achados de RCM com a dermatoscopia e histologia. Assim, mais pesquisas
poderao contribuir com novos conhecimentos para esta metodologia tao

promissora (AGERO et al 2006; CASARI et al. 2011; GUITERA et al. 2012).



1.4 MICROSCOPIA CONFOCAL (RCM)

A RCM tem a finalidade de fornecer imagens instantaneas, em tempo
real, de alta resolucdo, in vivo, permitindo a visualizacdo das estruturas
microanatémicas (células, nucleos e arquitetura tecidual) da pele em uma
resolugdo préxima a histopatolégica. As imagens obtidas por este método
sdo em planos paralelos a pele, diferente dos cortes histolégicos
convencionais e, por esta razao, a correlagado entre estes dois métodos é
considerada um desafio (BUSAM et al. 2001; LANGLEY et al. 2001; SCOPE
et al. 2007).

Tradicionalmente, os microscéopios confocais que utilizam marcadores
fluorescentes tém sido considerados ferramentas importantes no estudo dos
processos bioldgicos celulares.

Atualmente, o0s microscopios confocais representam uma
oportunidade unica no exame ndo invasivo da pele sem a necessidade de
utilizacdo dos marcadores fluorescentes ou corantes teciduais. O contraste
das imagens confocais ocorre devido as variagdes naturais do indice de
refragdo das organelas e microestruturas nas diferentes camadas da pele. A
ceratina epidérmica, por exemplo, apresenta diferentes indices de refracéo
dependendo do estado de diferenciacdo do ceratinécito. Conforme a
maturagao do ceratindcito na epiderme, o peso molecular da ceratina dentro
destes aumenta, tornando-os mais refringentes, assim aumentando seu
indice de refragao e resultando em uma imagem confocal mais brilhante com

ceratinécitos bem definidos (RAJADHYAKSHA et al. 1995).



A pigmentacdo meléanica na epiderme também tem um indice de
refracdo alto, de fato, mais alto que o dos ceratindcitos. Clinica e
dermatoscopicamente a melanina é vista como uma coloracdo preta ou
marrom devido a absorgcdo da luz visivel. Quando iluminada pela luz
infravermelha, a absorcdo € bem menor. Esta baixa absorcdo combinada ao
seu alto indice de refracao leva ao aumento da luz refletida e dispersada e,
consequentemente, a melanina a RCM aparece como uma coloragao branca
e brilhante (RAJADHYAKSHA et al. 1999).

Com a RCM in vivo é possivel a visualizacdo nao s6 dos ceratinécitos
epidérmicos e dos melandcitos, mas também dos eritrécitos e leucécitos dos
capilares da papila dérmica e bandas de colageno na derme. A interpretagao
das imagens confocais baseia-se na morfologia celular € no reconhecimento
de padrdes, ainda em estudo, associados aos achados histopatolégicos e

dermatoscopicos (RAJADHYAKSHA et al. 1995).

1.4.1 Microscopia Confocal da pele normal

O estrato corneo consiste de células grandes (10 -30 um), poligonais,
brilhantes e anucleadas e apresenta fissuras e rugas de coloragao escura
(dermatdglifos). A camada granulosa se localiza 15 - 20 uym abaixo do
estrato cérneo e apresenta células brilhantes grandes (25 - 35 pym) com
citoplasma granuloso e grande nucleo oval escuro. A camada espinhosa
apresenta o padrdao em "favo de mel" com células poligonais (10 - 25 um)
com nucleo escuro, citoplasma brilhante e se localiza 20 - 100 ym abaixo do

estrato cérneo. A camada suprapapilar (basal) é formada por células basais



brilhantes contendo melanina e agrupadas na regido do topo da papila
configurando o padrao em "pedra de calgamento".

Na jungado dermo-epidérmica, os melandcitos e os ceratindcitos basais
(células pequenas de 7 - 12 um) apresentam-se com formato redondo,
formando anéis de células brilhantes ao redor de uma area escura (padrao
riniforme). Esta area escura corresponde a derme papilar com vasos centrais
(CALZAVARA-PINTON et al. 2008; NEHAL et al. 2008).

Na derme papilar ha presenca de fibras colagenas reticuladas ou em
feixes e melanéfagos ao redor de pequenos vasos. Os melanéfagos
apresentam-se como células grandes, globosas, com bordas definidas e
brilhantes na derme superior (CALZAVARA-PINTON et al. 2008; NEHAL et

al. 2008; MALVEHY et al. 2012) (Quadro 2 e Figura 2).

Quadro 2 - Caracteristicas da pele normal na Microscopia Confocal (RCM)

1 - Camada epidérmica

1. Estrato corneo: presencga de células grandes poligonais brilhantes anucleadas

2. Camada granulosa: células grandes brilhantes com citoplasma granuloso e nucleo oval escuro
3. Camada espinhosa: padrao em “favo de mel”; células poligonais com nucleo

escuro e citoplasma brilhante

4. Camada basal: células basais brilhantes contendo melanina agrupadas no topo da papila

formando o padréao em “pedra de calgamento”

2 —Juncédo dermo-epidérmica
1. Melanécitos e ceratindcitos basais pequenos e com formato redondo formando anéis de

células brilhantes ao redor de uma area escura (padrao riniforme)

3 —Derme papilar
1. Fibras colagenas reticuladas ou em feixes
2. Melanodfagos: células grandes e brilhantes com bordas bem definidas ao redor de pequenos

vasos
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Fonte: Modificado de MARGHOOB et al. (2003)
Figura 2 - Correlagao entre RCM e histopatologia na pele normal.

1.4.2 Microscopia Confocal dos Carcinomas Basocelulares

Os achados descritos na literatura para o diagndstico de CBC pela
RCM sao: pleomorfismo e desarranjo arquitetural da epiderme sobrejacente
(indicativo de dano actinico ou decorrente da presenga do tumor); ilhas de
células tumorais refrateis com nucleos basaléides monomorficos alongados
através da espessura da epiderme (estes nucleos sao polarizados ao longo
do mesmo eixo de orientagdo, rompendo o padrao normal em “favo de mel’
da epiderme e a arquitetura da papila dérmica); vasculatura dérmica
aumentada com vasos sanguineos tortuosos e dilatados, podendo mostrar a
movimentacao/rolamento de leucdcitos e sua adesao ao endotélio; infiltrado
inflamatoério proeminente entre as células tumorais e bandas de colageno
espessas e brilhantes préximas as ilhas tumorais (fibrose reacional)

(GONZALEZ e TANNOUS 2002) (Quadro 3 e Figura 3).
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Um estudo retrospectivo multicéntrico com 83 lesbes demonstrou que
a presenca de pelo menos dois destes critérios resultou em uma
sensibilidade de 100% para o diagnéstico de CBC. Conforme o numero de
critérios era maior, a especificidade aumentava, de modo que, quando pelo
menos quatro critérios estavam presentes a especificidade foi de 95,7%,
apresentando a melhor concordancia entre alta sensibilidade e alta
especificidade. O critério isolado de maior sensibilidade e especificidade foi a
presenca de nucleos polarizados (91,6 e 97%, respectivamente). Estes
resultados apresentaram pouca variagado segundo a localizagado e subtipos
de CBC (NORI et al. 2004).

Alguns outros achados foram associados aos CBCs na RCM, sao
eles: espacos escuros peritumorais ou fendas; presenca de sombras ou
silhuetas escuras; vasos sanguineos lineares e horizontais e presenga de
células dendriticas e melanéfagos (nos CBCs pigmentados) (CHARLES et
al. 2002; AGERO et al. 2006; CASARI et al. 2011; GUITERA et al. 2012)

(Quadro 3 e Figura 3).

Quadro 3 - Achados do CBC na RCM

1. Orientagéo dos nucleos das células tumorais ao longo do mesmo eixo (“polarizagao”)

2. lihas de células tumorais monomoérficas com nucleos alongados

3. Pleomorfismo dos ceratindcitos com desarranjo da arquitetura epidérmica em “favo de
mel”

4. Vasculatura aumentada com vasos sanguineos dilatados e tortuosos ou lineares e
horizontais e rolamento de leucdcitos

5. Infiltrado inflamatdrio entre as células tumorais

6. Fendas peritumorais

7. Silhuetas escuras

8. Células dendriticas e melanéfagos (nos CBCs pigmentados)

Fonte: Modificado de GONZALEZ e TANNOUS (2002) e AGERO et al. (2006)
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Figura 3 - Alguns achados da RCM no CBC. A. Padrdo em “favo de mel” atipico,
desarranjo da arquitetura epidérmica. B. llhas de células tumorais com paligada na periferia
(asterisco amarelo) e fenda peritumoral (seta amarela). C. Polarizagdo (setas brancas
mostram orientacdo dos nucleos ao longo do mesmo eixo). D. Silhueta escura (seta
amarela). E Agregado de células globosas brilhantes (melanéfagos) e um vaso calibroso

(seta amarela). F. llhas de células tumorais com células dendriticas e infiltrado inflamatério.
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1.5 CARACTERISTICAS DERMATOSCOPICAS, DA
MICROSCOPIA CONFOCAL E HISTOLOGIA EM CORTES
PERPENDICULARES E TRANSVERSAIS NOS CARCINOMAS

BASOCELULARES

Para a interpretagdo das imagens confocais é necessario um
conhecimento profundo da dermatoscopia e seu significado histopatologico,
pois os critérios descritos na RCM tém correspondéncia precisa com as
caracteristicas dermatoscopicas por se apresentarem no mesmo plano, o
plano horizontal (PELLACANI et al. 2005).

Algumas caracteristicas dermatoscopicas foram estudadas e
correlacionadas com a histopatologia em cortes perpendiculares

(TABANLIOGLU ONAN et al. 2010). S&o elas:

. Areas de folha: S3o ninhos tumorais multifocais conectados
multifocalmente, uns aos outros através de extensoes lobulares e a
epiderme, localizados na derme papilar e raramente na derme

reticular.

. Areas em raio de roda: Sdo ninhos de células tumorais multifocais
que apresentam multiplas conexbes a epiderme por extensdes
digitiformes, localizados superficialmente na epiderme e/ou na derme
papilar ou ninhos de células tumorais com extensbes radiais na

maioria das vezes localizadas na derme papilar.
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o Ninhos ovoides azul-acinzentados: S&o ninhos tumorais bem
delimitados, multifocais com alguns pequenos brotos na periferia.
Esses ninhos tumorais, alguns dos quais originarios da epiderme,
contém pigmentos agregados no interior e estdo localizados na derme

papilar ou reticular.

o Mdaltiplos glébulos azul-acinzentados: S&o pequenos ninhos
tumorais arredondados com pigmento no interior e/ou no estroma

tumoral, localizados na derme papilar e/ou reticular.

o Telangiectasias arboriformes: Vasos dilatados dispersos na derme.

o Ulceracao: Perda superficial da epiderme.

Existem poucos trabalhos publicados na literatura médica
internacional que comparam as caracteristicas dermatoscopicas com o0s
achados da RCM dos CBCs pigmentados e a histopatologia em cortes
perpendiculares.

Recentemente houve a publicagdo de quatro casos clinicos
envolvendo lesdes de face suspeitas em pele severamente danificada pelo
sol, na qual a RCM mostrou-se util como adjuvante na acuracia e precisao
do diagndstico na lesdo suspeita. Os autores correlacionaram as
caracteristicas observadas na RCM com as caracteristicas dermatoscopicas

e histopatolégicas das lesdes. Um dos casos citados tratava-se de uma
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lesdo com caracteristicas clinicas e dermatoscépicas sugestivas de
queratose seborréica, porém a pigmentacdo assimétrica das aberturas
foliculares levou a realizagcdo de RCM na lesdo que mostrou, na jungao
dermo-epidérmica, estruturas semelhantes a corddées com palicadas na
periferia e fendas. A histopatologia confirmou o diagnéstico de CBC (WURM
et al. 2012).

CHARLES et al. descreveram em 2002 uma lesdo pigmentada
irregular com diagnéstico dermatoscopico de CBC pigmentado (com
auséncia de rede pigmentar e areas em folha) que foi submetida a RCM
para avaliagdo e posterior correlagdo com a histopatologia. Os achados da
RCM foram semelhantes aos histopatolégicos, com ilhas tumorais e
melandéfagos de permeio.

Nao existem relatos da comparagdao entre as caracteristicas
dermatoscopicas, a RCM e os achados histopatolégicos em cortes
transversais (mesmo plano da dermatoscopia e RCM) nos CBCs

pigmentados, como proposto neste estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

A comparacdo entre a RCM in vivo, a histopatologia em cortes
transversais e a dermatoscopia podera trazer novos conhecimentos em
relacdo aos CBCs pigmentados, favorecendo o diagnoéstico de lesdes que
sao extremamente duvidosas a dermatoscopia e também contribuira na
determinagcdo dos padrbes diagndsticos que atualmente estdo sendo
estudados.

Este projeto tem por meta estudar as bases da RCM dos CBCs
pigmentados baseado nas caracteristicas dermatoscopicas ja padronizadas
e amplamente utilizadas e nos achados histopatoloégicos em cortes

transversais.
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OBJETIVOS

Descrever os achados celulares e arquiteturais dos CBCs
pigmentados observados no exame de RCM in vivo e estabelecer os
padrdes diagnosticos para cada lesao;

Correlacionar os achados da RCM in vivo com as caracteristicas
dermatoscopicas encontradas nos CBCs pigmentados € com os

achados histopatologicos em cortes perpendiculares e transversais.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional e nao aleatério.

4.1.2 Populacao de Estudo

Os participantes deste estudo prospectivo foram recrutados durante a
consulta médica realizada no ambulatério do Nucleo de Céncer de Pele e
Dermatologia do A.C.Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, durante o periodo
de junho de 2011 até julho de 2012. Apds o consentimento pds—informado
assinado (Anexo 1), as informagdes referentes aos pacientes foram
registradas em um protocolo preenchido durante a consulta médica. Foram
incluidos a identificagdo, os dados demograficos, os antecedentes pessoais
e informacgdes relativas a historia clinica.

Foram incluidos CBCs pigmentados de paciente submetidos aos

exames clinico, dermatoscoépico, de RCM e histopatolégico das lesbes.
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4.2 CASUISTICA

Esperava-se um total de 30 casos de CBCs pigmentados. Foram
obtidos 33 CBCs pigmentados e 1 carcinoma epidermoide in situ/doencga de
Bowen, pigmentado que foi incluido pois a dermatoscopia e a RCM eram

sugestivas de CBC pigmentado.

4.2.1 Critérios de Inclusao

1 Lesbes com diagnéstico clinico e dermatoscopico de CBC
pigmentado.
2 Os casos em que os pacientes concordaram com o estudo e

assinaram o termo de consentimento pds-informado (Anexos 1 e 2);

4.2.2 Critérios de Excluséao

1 Pacientes que n&o desejaram participar da pesquisa;

2 As lesdes em regiao do couro cabeludo (regido de dificil acesso para

a dermatoscopia e RCM).

4.3 METODOS

4.3.1 Dermatoscopia e microscopia confocal

Apos a coleta dos dados iniciais, o paciente foi submetido ao exame

clinico, dermatoscépico e de RCM. O exame dermatoscopico e 0 exame de
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RCM in vivo foram realizados nas lesdes selecionadas utilizando-se camera
digital Sony® Cyber Shot DSC-W290 12.1 MP acoplado ao dermatoscoépio
Dermlite Il Pro HR (DermLite®) com uso do adaptador (DermLite® II/IlI
adapters) e o VivaScope® 1500 e VivaCam® Dermoscope (Lucid-Tech,

Rochester, New York, EUA), respectivamente.

4.3.2 Exame dermatoscépico

Durante o exame dermatoscopico, foram selecionadas as areas
contendo os critérios dermatoscopicos de interesse para serem analisadas
nos cortes perpendiculares e transversais, como descrito por REZZE et al.
(2006b). Foram avaliadas as seguintes estruturas dermatoscopicas do CBC:
areas em folha, areas em raio de roda, grandes ninhos ovédides azul-
acinzentados, multiplos glébulos azul-acinzentados e telangiectasias

arboriformes (MENZIES et al. 2000 e Quadro 1).

4.3.3 Realizacdo do exame de RCM e principios fisicos

Para a realizacdo do exame, seleciona-se a lesdo cutanea de
interesse e sobre ela é aplicado um anel metalico acoplado a um disco
adesivo com o centro transparente utilizando-se um o6leo na interface entre o
anel e a pele.

O microscépio confocal possui um brago articulado que permite um
melhor encaixe ao anel metalico e utiliza-se também um gel na interface
entre 0 anel e a lente do microscopio contida na extremidade do braco

articulado para obtengado de uma melhor qualidade de imagem.
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O indice de refracdo da epiderme é de aproximadamente 1.375 e do
estrato coérneo é proximo de 1.470. A melanina tem um indice de refracao
por volta de 1.700. Para obter imagens de qualidade, é necessaria a
utilizacdo de um fluido de contato com indice de refracdo entre 1.330 e
1.500. Assim, pode ser utilizado agua ou gel de ultrassom
(RAJADHYAKSHA et al. 1999).

Com a utilizacao do anel adesivo, a pele torna-se estavel lateralmente
e permite que a lente se movimente para que toda a lesdo 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).

Utilizando-se o comprimento de luz de 830nm, os melanossomos € a
melanina produzem intensa refracdo e dispersao. Assim, os melandcitos e
os ceratindcitos basais, que sdo ricos em melanina e melanossomos, se
apresentam extremamente brilhantes (NEHAL et al. 2008).

As imagens obtidas com o microscopio confocal permitem a
visualizacdo de detalhes celulares das diferentes camadas da pele no plano
horizontal com resolucgao lateral de 0,5 a 1,0 ym e resolucdo axial entre 1 e 5
Mm (espessura da secgao 6ptica) e uma profundidade maxima de 300 a 400
pMm (derme papilar) (MARGHOOB et al. 2003; RAJADHYAKSHA et al. 2009).

Apds passar pela lente objetiva, a luz incide sobre a area de interesse

e é refletida e dispersada. A luz refletida e dispersada atravessa novamente
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a lente objetiva e alcanga a abertura seletiva (pinhole) que impede a
passagem da luz fora do foco (out of focus). A confocalidade do microscopio
€ proveniente basicamente do didmetro da abertura seletiva (pinhole) que
determina a resolugao axial. Quanto menor a abertura, maior é a qualidade
da imagem (RAJADHYAKSHA et al. 2009).

O microscoépio confocal disponivel para comercializacdo € produzido
pela Lucid-Tech, em Rocherter, NY, EUA. O microscopio confocal Vivascope
1500® utiliza uma lente objetiva de imersdo em agua (indice de refragao da
agua é semelhante ao indice de refragao da epiderme, resultando em menor
dispersdo) com aumento de 30 vezes, abertura de 0,9NA. Sua imagem tem
campo de visao de 0,5 x 0,5 mm. A imagem de todo o campo pode ser
capturada e armazenada. Os campos sao capturados em sequéncia
formando uma imagem total (mosaico) com area de 4 x 4 mm (magnificagao
aproximadamente de 4 vezes). Atualmente, este equipamento produz
mosaicos com campos de visdo de 8 x 8 mm (magnificacdo

aproximadamente de 2 vezes) (NEHAL et al. 2008).
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Figura 4 - VivaScope 1500

O microscopio confocal também pode produzir imagens verticais (Z
stacks) com a captura de 16 imagens desde a superficie até a profundidade

de 200 um. Com a utilizagcdo de um software, as imagens verticais podem
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ser animadas simulando imagens em tempo real in vivo (RAJADHYAKSHA
et al. 2009).

O exame de RCM foi baseado na utilizagdo de um protocolo com a
descricdo de todas as caracteristicas encontradas na lesao de interesse e na
area de interesse. Foram utilizados termos previamente estabelecidos pelo
consenso de Terminologia da Microscopia Confocal (PELLACANI et al.
2009), além de descrigdes de outras literaturas sobre o assunto (GONZALEZ
e TANNOUS 2002; CHARLES et al. 2002; NORI et al. 2004; AGERO et al.
2006; CASARI et al. 2011; WURM et al. 2012; GUITERA e al. 2012;
MALVEHY et al. 2012) (Anexo 3).

Foi realizado o armazenamento das imagens em 6 diferentes niveis
da epiderme: camada coérnea/granulosa, espinhosa, suprabasal, jungao
dermo-epidérmica, derme papilar e inicio da derme reticular.

Os CBCs pigmentados foram avaliados quanto a presenga das

seguintes caracteristicas na RCM:

A. EPIDERME: (1) adelgacamento de epiderme; (2) numeros stacks até
sumir epiderme; (3) padrao favo de mel tipico; (4) padrdao favo de mel
atipico; (5) padrao “pedra de calgamento” tipico; (6) padrdao “pedra de
calgamento” atipico; (7) padrdo “pedra de calcamento” ausente e (8)

polarizagao.

B. JUNCAO DERMO-EPIDERMICA: (1) papila demarcada; (2) papila ndo

demarcada; (3) auséncia de papila e (4) presenga de células em paligada.
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C. DERME: (1) células dendriticas; (2) ilhas tumorais; (3) silhuetas escuras;
(4) fendas; (5) pontos brilhantes e pequenas células brilhantes (infiltrado
inflamataério); (6) células globosas brilhantes esparsas; (7) células globosas
brilhantes agregadas; (8) estruturas de colageno (fibras reticuladas ou em

feixes) e (9) vasos.

4.3.4 Exame histopatoldgico

Apds o diagndstico dermatoscopico das lesdes de interesse, somente
uma area, contendo uma caracteristica dermatoscopica de interesse, foi
selecionada. A marcacgao da regiao a ser biopsiada, foi realizada com um fio
de sutura mononylon 6-0 e posteriormente confirmada com a dermatoscopia
ex vivo da peca.

Todas as lesbes foram excisadas cirurgicamente e encaminhadas
para o exame anatomopatolégico seguindo a rotina do Departamento de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center, Sao Paulo. A leséao foi
totalmente excisada e a pega cirurgica obtida foi fixada em formol
tamponado 10%, por no minimo 24 horas. Posteriormente, a area a ser
estudada foi retirada da pega excisada, utilizando-se um punch de 4 mm,
para realizagao dos cortes histolégicos perpendiculares e transversais.

A pega cirurgica restante, sem o cilindro obtido pelo punch foi
processada como padronizado pelo Departamento de Anatomia Patolégica
do A.C. Camargo Cancer Center, Sdo Paulo.

O cilindro obtido com o punch (espécime) foi seccionado no sentido

longitudinal, perpendicular a epiderme, em dois fragmentos de tamanhos
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semelhantes. Uma metade foi incluida, transversalmente, no bloco de
parafina com a superficie de corte sendo a epiderme. Parafina extra foi
adicionada a superficie de corte para evitar o desgaste do estrato corneo
nas primeiras fatias. No tecido emblocado, sec¢bes consecutivas (5 pm)
foram realizadas das camadas mais superficiais do estrato corneo em
direcdo a derme, e entdo, coradas com Hematoxilina e Eosina para posterior
correlacdo com os achados da RCM. A outra metade foi utilizada para a
realizacao de cortes perpendiculares a epiderme, semelhantes aos da rotina
diagndstica, para assegurar que o diagndstico final nao foi prejudicado pela
biépsia (punch). Esta metodologia baseada no método de Headington se
mostrou de facil execugdo e permitiu a realizagdo dos cortes histologicos
transversais sem causar prejuizo para os pacientes e resultou em uma
publicagdo em revista médica indexada (HEADINGTON 1984; REZZE et al.

2006b) (Figura 5).
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Fonte: Modificado por REZZE et al. (2006b).

Figura 5 - Método de Headington. A. A peca cirdrgica é fixada em formol tamponado

10% por no minimo 24 horas. Posteriormente, a area a ser estudada é retirada da peca
excisada, utilizando-se um punch de 4 mm, para realizagdo dos cortes histolégicos
perpendiculares e transversais. B. O cilindro obtido com o punch (espécime) & seccionado
em duas metades: um desses fragmentos € incluido no bloco de parafina e secgbes
consecutivas (5 ym) séo realizadas das camadas mais superficiais do estrato céorneo em

direcdo a derme, e entdo, coradas com Hematoxilina e Eosina.

Também foi criado um protocolo para analise da histopatologia de
cada lesdo. Foram analisadas a epiderme, derme e anexos e ao final foi
realizado o diagndstico histopatolégico de cada corte (perpendicular e

transversal) (Anexo 4).

4.3.5 Analise dos dados
A caracterizagao da populacao do estudo foi realizada através de uma
analise descritiva entre a dermatoscopia, a RCM e a histopatologia em

cortes transversais e perpendiculares.
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5 RESULTADOS

Foram avaliadas 34 lesbes de 28 pacientes do Nucleo de Cancer de
Pele e Dermatologia do A.C.Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, no periodo
de junho de 2011 a julho de 2012, nas quais foram realizados o exame de
dermatoscopia, a RCM e o processamento anatomopatoldgico. Todos os
pacientes foram analisados quanto ao sexo, idade, cor da pele e localizagao
do CBC pigmentado.

Dos 34 casos obtidos, 21 eram do sexo masculino (62%) e 13 do sexo
feminino (38%). A idade ao diagndstico variou de 37 a 93 anos com uma

média de 68,9 anos.

Tabela 1 - Classificagdo em relagao ao sexo

Sexo Frequéncia Porcentagem
Feminino 13 38,0
Masculino 21 62,0

Total 34 100,0

Das 34 lesbes avaliadas, 32 (94%) estavam presentes em pacientes

brancos e 2 (6%) em amarelos, nenhum paciente pardo ou negro.



29

Tabela 2 - Classificacdo em relagao a raga

Raca Frequéncia Porcentagem
Branca 32 94,0
Amarela 2 6,0

Total 34 100,0

No que se refere a localizagdo anatdémica das lesdes, das 34 lesdes
avaliadas, 17 (50%) estavam localizadas no tronco, 12 (35%) na cabeca e

pescoco e 5 (15%) nos membros.

Tabela 3 - Classificacdo em relacao a localizagao anatémica

Localizacéo Frequéncia Porcentagem
Cabega/Pescoco 12 35,0
Tronco 17 50,0
Membros 5 15,0
Total 34 100,0

No que diz respeito ao diagnodstico anatomopatologico, 33 casos eram
CBCs e um carcinoma epiderméide in situ pigmentado, que foi incluido por
interesse de estudo visto que suas caracteristicas dermatoscopicas e de
RCM eram muito semelhantes aos CBCs pigmentados.

Quanto as caracteristicas dermatoscopicas analisadas, 19 (56%)
foram areas em folha, 10 (29%) grandes ninhos ovoides azul-acinzentados,
3 (9%) areas em raio de roda, 1 (3%) multiplos glébulos azul-acinzentados e

1 (3%) de telangiectasias arboriformes.
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Tabela 4 - Caracteristicas dermatoscopicas analisadas

Caracteristica

Dermatoscépica Frequéncia Porcentagem
Area em folha 19 56,0
Area em raio de roda 3 9,0
Grandes Ninhos Ovoides 10 29,0
Globulos azul-acinzentados 1 3,0
Telangiectasias arboriformes 1 3,0
Total 34 100,0

5.1 CARACTERISTICAS DOS CBCS PIGMENTADOS NA RMC IN

VIVO

Na camada epidérmica encontramos “padrao favo de mel” atipico em
33 (97,1%) lesdes, representando a maioria dos casos. Adelgagcamento de
epiderme foi encontrado em 25 (73,5%) lesbes. O padrédo “pedra de
calgamento” atipico foi visualizado em 7 (20,6%) lesdes e a polarizagédo em
12 (35,3%) dos casos.

Na juncdo dermo-epidérmica foram vistas 11 (32,4%) lesbes com
papilas demarcadas e 6 (17,6%) lesbes apresentavam papilas demarcadas
alargadas com os nucleos organizados em palicada na periferia que
denominamos “papila em palicada” (Figura 6).

Na derme papilar foram encontradas células dendriticas em 30
(88,2%) lesbes. Trinta e uma (91,2%) lesbes apresentavam ilhas tumorais,
13 (38,2%) lesdes exibiam silhuetas escuras, 16 (47,1%) lesbes mostravam
fendas (Figura 6). Infiltrado inflamatério foi visto em 30 (88,2%) lesdes,

células globosas brilhantes esparsas em 27 (79,4%) casos e células
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globosas brilhantes agregadas em 21 (61,8%) lesdes. O colageno se
apresentou em fibras reticulares em 5 (14,7%) lesdes e em feixes em 13
(38,2%) (Figura 6). Foram visualizados vasos em 16 (47,1%) lesdes, sendo

que em 6 dessas lesdes foi observado o fenbmeno de rolamento dos

leucédcitos nos vasos.

Figura 6 - Caracteristicas dos CBCS pigmentados na RMC in vivo. A. Papilas
demarcadas alargadas com os nucleos organizados em palicada na periferia (“papila em
palicada”). B. llha tumoral exibindo palicada periférica, fenda peritumoral (seta amarela) e
pequenas células brilhantes (infiltrado inflamatdrio). C e D: Feixes colagenos entre as ilhas

tumorais.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos CBCs pigmentados na RCM

Caracteristica Nimero de casos Porcentagem
Padréao “favo de mel” atipico 33 97 1
Adelgagcamento de epiderme 25 73,5
Padrao “pedra de calgamento” atipico 7 20,6
Polarizagao 12 35,3
Papilas demarcadas 11 32,4
“Papila em palicada” 6 17,6
Células dendriticas 30 88,2
llhas tumorais 31 91,2
Silhuetas escuras 13 38,2
Fendas peritumorais 16 471
Infiltrado inflamatdrio 30 88,2
Células brilhantes globosas esparsas 27 79,4
Células brilhantes globosas agregadas 21 61,8
Colageno em fibras reticulares 5 14,7
Colageno em feixes 13 38,2
Vasos 16 47,1
Rolamento dos leucdcitos 6 17,6

Total de Lesdes 34 100,0

5.2 CARACTERISTICAS DOS CBCS PIGMENTADOS NOS

CORTES HISTOLOGICOS

Nos 34 cortes perpendiculares na epiderme, 4 (11,8%) apresentavam
retificacdo, 14 (41,2%) apresentavam queratose actinica e 1 (2,9%)
mostrava proliferagdo melanocitica. Na derme, 31 (91,2%) exibiam blocos de
tumor, 15 (44,1%) apresentavam fendas peritumorais, 11 (32,4%) exibiam

derrame pigmentar, 25 (73,5%) mostravam certo grau de infiltrado
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inflamatorio. Vasos foram visualizados em 10 (29,4%) cortes. Um (2,9%)
apresentou fusdo das cristas epidérmicas. Um (2,9%) caso mostrou
proliferacdo de células escamosas, este foi 0 carcinoma epidermoide in situ/
doenca de Bowen, que foi incluido uma vez que apresentava estruturas

semelhantes as ilhas tumorais e fendas peritumorais dos CBCs.

Tabela 6 - Caracteristicas histopatolégicas encontradas nos cortes
perpendiculares

Caracteristica Numero de casos Porcentagem
Retificacdo da epiderme 4 11,8
Queratose actinica 14 41,2
Proliferagdo melanocitica 1 2,9
Blocos de tumor 31 91,2
Fendas peritumorais 15 44 1
Derrame pigmentar 11 32,4
Infiltrado inflamatério 25 73,5
Vasos 10 29,4
Fusao das cristas epidérmicas 1 2,9
Proliferagao de células escamosas 1 2,9

Total de Lesdes 34 100,0

Nos 34 cortes transversais, na epiderme 2 (5,9%) apresentavam
retificacéo, 9 (26,5%) apresentavam queratose actinica e 1 (2,9%) mostrava
proliferagdo melanocitica. Na derme, 30 (88,2%) exibiam blocos de tumor,
17 (50%) apresentavam fendas peritumorais, 2 (5,9%) casos apresentaram
fibrose ao redor do tumor.

Dezesseis cortes (47,1%) exibiam derrame pigmentar, 22 (64,7%)

mostravam certo grau de infiltrado inflamatdrio. Vasos foram visualizados em
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5 (14,7%) dos cortes. Trés cortes (8,8%) apresentaram fusdo das cristas

epidérmicas. Nenhum caso apresentou proliferacdo de células escamosas.

Tabela 7 - Caracteristicas histopatolégicas encontradas nos cortes
transversais

Caracteristica Numero de casos Porcentagem
Retificacdo da epiderme 2 5,9
Queratose actinica 9 26,5
Proliferagdo melanocitica 1 2,9
Blocos de tumor 30 88,2
Fendas peritumorais 17 50,0
Derrame pigmentar 16 47 1
Infiltrado inflamatério 22 64,7
Vasos 5 14,7
Fusao das cristas epidérmicas 3 8,8
Fibrose ao redor do tumor 2 5,9

Total de Lesdes 34 100,0

Foi feita uma tabela geral descritiva das caracteristicas
dermatoscopicas, da RCM e da histopatologia encontradas em todos os 34

casos estudados (Anexo 5).
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6 DISCUSSAO

Na maioria dos casos o exame clinico é suficiente para diagnosticar
os CBCs pigmentados. Contudo, existem lesbes clinicas de dificil
diagnodstico que podem se assemelhar ao melanoma cutaneo. Para estes
casos podemos utilizar técnicas diagndsticas nao invasivas antes mesmo da
realizagao de biopsia para a avaliagao histopatologica. Dentre estas técnicas
esta a dermatoscopia e, mais recentemente, a RCM in vivo.

Algumas lesbes podem permanecer duvidosas mesmo com a
utilizacdo da dermatoscopia. Nestas situagdes, podemos utilizar a RCM
como complemento a dermatoscopia. A RCM é uma técnica nao invasiva, in
vivo que tem a capacidade de analisar com mais detalhe a morfologia
celular, com uma resolugdo aproximada a histopatologia. Desse modo, a
RCM veio para ocupar um espaco entre a dermatoscopia e a histopatologia.

Tanto na dermatoscopia como na RCM, as imagens s&o obtidas no
plano horizontal e com os cortes transversais do nosso estudo conseguimos
analisar e correlacionar as caracteristicas dermatoscoépicas, da RCM e da
histopatologia dos CBCs pigmentados no mesmo plano.

Neste estudo examinamos um total de 34 lesdes sugestivas de CBCs
pigmentados na Dermatoscopia e correlacionamos estes achados com a
RCM e os cortes histolégicos (perpendicular e transversal).

As areas em folha apresentam-se a dermatoscopia como discretas

extensdes bulbosas pigmentadas formando um desenho semelhante a uma
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folha (ALTAMURA et al. 2010). TABANLIOGLU ONAN et al. (2010)
correlacionam estas estruturas com ninhos de células tumorais pigmentados
na papila dérmica na histopatologia. RABINOVITZ et al. (2012)
correlacionam as areas em folha na dermatoscopia com ilhas de tumor
circundadas por espacos escuros na RCM e ilhas tumorais de células
basaldides contendo melanina na histopatologia (em cortes convencionais).
Em concordancia com estes autores, no presente estudo, encontramos
correlacao entre as areas em folha na dermatoscopia, as ilhas tumorais em
forma de folha na RCM e ninhos de células tumorais pigmentados na
histopatologia, tanto nos cortes transversais como nos perpendiculares
(Figura 7).

As areas em raio de roda apresentam-se a dermatoscopia como
projecdes radiais bem circunscritas que se unem por um eixo central a uma
area de pigmentacao mais escura (ALTAMURA et al. 2010). KAYA e BRAUN
(2005) correlacionam estas estruturas com ninhos de CBC irradiando a partir
de um epitélio folicular na histopatologia. Em nosso estudo, encontramos
correlacdo entre as areas em raio de roda na dermatoscopia, as ilhas
tumorais com projec¢des radiais conectadas por um centro escuro na RCM e
ninhos de células tumorais pigmentados com o mesmo formato nos cortes
transversais, também conectados por um centro arredondado que na

histopatologia se mostra eosinofilico (Figura 8).
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Figura 7 - Correlagédo entre area em folha na dermatoscopia, RCM e

histopatologia. A. Foto clinica de uma placa enegrecida em regido mandibular direita. B.
Dermatoscopia da lesdo evidenciando a area em folha (seta branca). C. Imagem em
mosaico na RCM demonstrando ilha de células tumorais (circulo vermelho). D. Detalhe em
maior aumento da estrutura dentro do circulo vermelho da foto C: ilha de células tumorais
em formato de folha. E. Corte perpendicular evidenciando ninhos de células basaldides com
pigmento (aumento 2,3x). F. Blocos de tumor pigmentados em formato de folha (aumento
2,5x).
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Figura 8 - Correlagao entre area em raio de roda na dermatoscopia, RCM e

histopatologia. A. Foto clinica de uma placa enegrecida no dorso. B. Dermatoscopia
evidenciando a area em raio de roda (circulo vermelho). C. Imagem em mosaico na RCM
demonstrando ilha de células tumorais conectadas por um centro escuro (circulo vermelho).
D. Detalhe em maior aumento da estrutura destacada em C: ilha de células tumorais em
formato de raio de roda. E. Corte perpendicular evidenciando ninhos de células basaléides
com pigmento e fenda peritumoral (aumento 7,4x). F. Corte transversal, blocos de tumor

pigmentados conectados por centro eosinofilico (aumento 6,3x).
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Os grandes ninhos ovoides azul-acinzentados apresentam-se a
dermatoscopia como areas pigmentadas azul- acinzentadas ovaladas, bem
circunscritas, maiores que os globulos (ALTAMURA et al. 2010). Na
histopatologia, TABANLIOGLU ONAN et al. (2010) correlacionam os
grandes ninhos ovoides com ninhos de células tumorais pigmentados bem
delimitados, multifocais que contém agregados de pigmento dentro das ilhas
tumorais ou no estroma tumoral, situados na derme papilar ou reticular.
RABINOVITZ et al. (2012) correlacionam os ninhos ovoéides na
dermatoscopia com ilhas de tumor circundadas por espagos escuros na
RCM e ilhas tumorais de células basaldides contendo melanina na
histopatologia (em cortes convencionais). Em concordéncia com estes
autores, no presente estudo, encontramos correlagdo entre os grandes
ninhos ovoides azul-acinzentados na dermatoscopia, as ilhas tumorais
ovaladas na RCM e ninhos de células tumorais pigmentados alongados na
histopatologia, tanto nos cortes transversais como nos perpendiculares

(Figura 9).
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Figura 9 - Correlagdo entre ninhos ovdides azul-acinzentados na

dermatoscopia, RCM e histopatologia. A. Dermatoscopia da les&o evidenciando os
grandes ninhos ovéides azul-acinzentados. No canto inferior esquerdo, foto clinica da les&o.
B. Imagem em mosaico na RCM demonstrando ilha de células tumorais ovalada (quadrado
tracejado vermelho). C. Imagem em mosaico, detalhe em maior aumento da estrutura
destacada em B. D. Imagem do stack, ninho de célula tumoral na RCM (asterisco amarelo).
E. Corte perpendicular evidenciando ninhos de células basaléides com pigmento (aumento

2,1x). F. Corte transversal que mostra blocos de tumor (aumento 2,2x).
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Os multiplos glébulos azul-acinzentados apresentam-se a
dermatoscopia como estruturas arredondadas azul-acinzentadas, menores
que os ninhos ovoides (ALTAMURA et al. 2010). Na histopatologia,
TABANLIOGLU ONAN et al. (2010) correlacionam estas estruturas com
ninhos de células tumorais pequenos, arredondados com pigmento dentro
do tumor ou no estroma tumoral, situados na derme papilar ou reticular.
RABINOVITZ et al. (2012) correlacionam os glébulos azul-acinzentados na
dermatoscopia com ilhas de tumor circundadas por espacos escuros na
RCM e ilhas tumorais de células basaldides contendo melanina na
histopatologia (em cortes convencionais). Em concordéncia com estes
autores, no presente estudo, encontramos correlacdo entre os multiplos
glébulos azul-acinzentados azul-acinzentados na dermatoscopia, as varias
ilhas tumorais pequenas arredondadas na RCM e multiplos ninhos de
células tumorais pigmentados na histopatologia, tanto nos cortes

transversais como nos perpendiculares (Figura 10).
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Figura 10 - Correlagdo entre multiplos glébulos azul-acinzentados na

dermatoscopia, RCM e histopatologia. A. Foto clinica de uma placa eritematosa com
pontos escurecidos em térax anterior. B. Dermatoscopia evidenciando multiplos glébulos
azul-acinzentados. C. Imagem em mosaico na RCM: pequenas ilhas de células tumorais
arredondadas (circulo vermelho). D. Detalhe das estruturas destacadas em C: ilhas de
células tumorais em formato glébulos. E. Corte perpendicular evidenciando ninhos de
células basaldides com pigmento e fendas peritumorais (aumento 17,6x). F. Corte

transversal, multiplos blocos de tumor pigmentados arredondados (aumento 11,6x).
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As areas em folha, as areas em raio de roda, os grandes ninhos
ovoéides azul-acinzentados e os multiplos glébulos azul-acinzentados na
dermatoscopia foram correlacionados com ilhas de células tumorais na RCM
e blocos de tumor na histopatologia. Na maioria dos casos, as ilhas tumorais
na RCM apresentavam células dendriticas de permeio. Este achado da RCM
se correlacionou na histologia com blocos de tumor pigmentados. Tal como
CHARLES et al. (2002) e RABINOVITZ et al. (2012), em algumas lesdes
observamos a dermatoscopia granulos azul-acinzentados que se
correlacionam as células globosas brilhantes entre as ilhas tumorais na RCM
e aos melanodfagos (derrame pigmentar) na histopatologia, tanto nos cortes
perpendiculares como nos transversais.

Assim como RABINOVITZ et al. (2012), encontramos correlagao entre
a fenda peritumoral na histopatologia e os espagos escuros ao redor das
ilhas tumorais na RCM, que corresponderiam a depodsito de mucina
peritumoral. Do mesmo modo, a palicada na periferia do tumor, tanto na
RCM como na histopatologia apresentaram boa correspondéncia. Em contra
partida, GONZALEZ e TANNOUS (2002) descrevem as fendas peritumorais
e 0s nucleos em paligcada na periferia do tumor na histopatologia, porém as
mesmas estruturas nao foram identificadas na RCM, isto pode ser explicado
pelo pequeno numero de casos analisados, apenas oito.

As telangiectasias arboriformes apresentam-se a dermatoscopia como
telangiectasias ramificadas semelhante aos galhos de uma arvore
(ALTAMURA et al. 2010). TABANLIOGLU ONAN et al. (2010) correlacionam

estas estruturas com vasos dilatados na papila dérmica na histopatologia,
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RABINOVITZ et al. (2012) correlacionam as telangiectasias arboriformes na
dermatoscopia com vasos superficiais e horizontais ramificados na RCM e
vasos entre os blocos tumorais na histopatologia (em cortes convencionais).
Em concordancia com estes autores, no presente estudo, encontramos
correlagdo entre as telangiectasias arborifores na dermatoscopia, os vasos
horizontais ramificados e calibrosos na RCM (Figura 11) e vasos calibrosos
entre os blocos de tumor na histopatologia, tanto nos cortes transversais

como nos perpendiculares.

Figura 11 - Correlagcdo entre as telangiectasias arboriformes na

dermatoscopia, € RCM. A. Dermatoscopia evidenciando telangiectasias arboriformes

(seta amarela). B. Imagem do stack na RCM: vasos calibrosos entre as ilhas de células

tumorais (setas amarelas).

Tal como GONZALEZ e TANNOUS (2002), nossos achados de
polarizagdo na epiderme e rolamento dos leucécitos ao longo das paredes
dos vasos sanguineos da derme na RCM ndo apresentaram

correspondéncia no exame histopatologico. A auséncia de correlagao deste
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ultimo fendbmeno pode ser explicada pelo fato da RCM ser realizada in vivo e
a histopatologia, ex vivo. RABINOVITZ et al. (2012) correlacionam os
nucleos em palicadas visualizados na RCM com a polarizacdo das células
basais na histopatologia, porém, assim como em nosso estudo, né&o
conseguiram correlacionar esses achados a nenhuma caracteristica
dermatoscopica. Isso pode ser explicado pelo fato da RCM e da
histopatologia permitirem avaliagdo da morfologia celular.

GONZALEZ e TANNOUS (2002) e AGERO et al. (2006) associam a
desorganizagao da arquitetura da epiderme encontrada na RCM dos CBCs
com o dano actinico identificado na histopatologia dessas lesdes. Em nosso
estudo, notamos que a maioria das lesdes analisadas apresentava a RCM
desorganizacédo da arquitetura da epiderme, evidenciada pela presenga do
padrdo em favo de mel atipico (97,1%) e adelgacamento da epiderme
(73,5%). Em algumas dessas lesbes, conseguimos correlacionar esses
achados da RCM com retificagcdo da epiderme e presenga de queratoses
actinicas na histopatologia. Estas alteragdes tanto na RCM quanto na
histopatologia s&do marcadoras de dano actinico e este se relaciona a
exposig¢ao solar. Uma vez que a exposicao solar é fator predisponente para
desenvolvimento de CBC, podemos admitir que estes achados podem estar
ligados a presenga de tumor. Assim como descrito na literatura, nossos
pacientes apresentaram em sua maioria, lesbes em areas fotoexpostas
(THISSEN et al. 1999; CEILLEY et al. 2006; TELFER et al. 2008).

GONZALEZ e TANNOUS (2002) descrevem a presenca de pequenos

pontos brilhantes (infiltrado inflamatdrio) entre as ilhas tumorais na RCM
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como um dos critérios para o diagnostico do CBC. Em concordancia com
esses autores, em nosso trabalho, 30 dos 34 casos analisados (88,2%)
apresentavam pequenos pontos brilhantes peritumorais na RCM. Estas
células brilhantes na RCM apresentaram boa correlagdo com o infiltrado
inflamatdrio peritumoral na histopatologia.

O unico caso em que néo foi realizado o diagndstico histopatolégico
de CBC pigmentado foi o de numero 4, um carcinoma in situ pigmentado/
doenca de Bowen. Esta lesdo foi incluida em nosso estudo porque
clinicamente se apresentava como uma placa enegrecida com areas de
pigmentagao irregular e a dermatoscopia apresentava uma regido que se
assemelhava a area em folha, que correlacionamos a uma imagem
semelhante na RCM, sugestiva de ilhas tumorais (Figura 12). DE GIORGI et
al. (2009) descrevem estrias radiais distribuidas regularmente na periferia da
lesdo como um dos critérios dermatoscépicos sugestivos de doenga de
Bowen pigmentada. Provavelmente, consideramos como areas em folha
essas estruturas radiadas. Incluimos a lesdo uma vez que o diagnostico
dermatoscopico e de RCM foi duvidoso e sugestivo de CBC pigmentado. Na
histologia, a arquitetura dos blocos tumorais se mostrou semelhante a
arquitetura dos CBCs, esbogcando até uma palicada onde estdo os
melanécitos pigmentados, o que diferencia é a célula tumoral. Desse modo,
um patologista menos treinado poderia também ter dificuldade na
diferenciacao da lesdo. Novos estudos correlacionando a Dermatoscopia, os
achados de RCM e a histopatologia da doenca de Bowen pigmentada

podem facilitar o diagnédstico de lesdes duvidosas como essa.
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Figura 12 - Caso 4: carcinoma epidermdide in situ pigmentado/ doenga de

Bowen. A. Dermatoscopia evidenciando regido sugestiva de areas em folha (setas

vermelhas). B. Imagem do mosaico, as setas amarelas mostram area sugestiva de ilhas

tumorais.

Analisando nossos achados de CBC pigmentado a RCM, podemos
definir alguns padrbes caracteristicos. Sao eles: padrdao “favo de mel”
atipico; polarizagao; “papilas em paligada”; ilhas tumorais com fendas
peritumorais e células dendriticas de permeio; silhuetas escuras; infiltrado
inflamatdrio, células globosas brilhantes e fibras colagenas entre as ilhas de
tumor além de vasos horizontais ramificados e calibrosos.

O Quadro 4 resume nossos achados de correlacdo entre a

dermatoscopia, a RCM e a histopatologia dos CBCs pigmentados.
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Correlacédo das estruturas dermatoscépicas ds CBCs
pigmentados com as caracteristicas da RCM in vivo e da histopatologia, em
cortes perpendiculares e transversais

) L Cortes Cortes
Dermatoscopia Descricéo RCM ) )
perpendiculares transversais
Blocos de

Ilhas tumorais Blocos de células

Extensbes células
brilhantes em basaldides

bulbosas basaldides em

Areas em folha

pigmentadas em

forma de folha

circundadas por

contendo melanina,

com fendas ao

forma de folha

forma de folha contendo
espacgos escuros | redor .
melanina
Blocos de
oL . ) . células
Projecdes radiais llhas tumorais Blocos de células )
) ) ) B basaldides
] . circunscritas brilhantes com basaldides
Areas em raio de ) ) o o ) contendo
unidas por eixo projecdes radiais | contendo melanina, )
roda melanina

central a uma

area mais escura

conectadas por

centro escuro

com fendas ao

redor

conectados por
centro

eosinofilico

Grandes Ninhos

ovoides azul-

Areas ovaladas

Ilhas tumorais

Blocos ovalados de

células basaldides

Blocos ovalados
de células

basalbides bem

) azul-acinzentadas | ovaladas bem delimitados delimitados
acinzentados )
contendo melanina | contendo
melanina
Pequenos
Pequenos blocos blocos
Pequenas L arredondados de arredondados de
o ] Varias ilhas ] B ]
Multiplos glébulos | estruturas . células basaldides células
) tumorais ) B
azul-acinzentados | arredondadas contendo melanina, | basaléides
) arredondadas
azul-acinzentadas com fendas ao contendo
redor melanina, com
fendas ao redor
Vasos

Telangiectasias

arboriformes

Telangiectasias

ramificadas

horizontais e
ramificados da
derme, com
rolamento de

leucécitos

Vasos dilatados e
ramificados na

derme

Vasos dilatados
e ramificados na

derme




v

49

CONCLUSOES

O estudo permitiu determinar os achados celulares e arquiteturais
dos CBCs pigmentados observados no exame de RCM in vivo e
padronizar o diagnostico dessas lesoes.

Diversas correlagdes foram identificadas entre os achados da RCM in
vivo com as caracteristicas dermatoscoépicas encontradas nos CBCs
pigmentados e o0s achados histopatologicos em cortes

perpendiculares e transversais.
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Q A.C.Camargo
Cancer Center
Anexo 1 - Termo de informagao e consentimento livre e esclarecido

DETERMINACAO DOS PADROES DA MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO
DOS CARCINOMAS BASOCELULARES PIGMENTADOS E COMPARAGCAO
COM A DERMATOSCOPIA E HISTOPATOLOGIA EM CORTES
PERPENDICULARES E TRANSVERSAIS

TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, o
Corpo Clinico deste Hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa
clinica cientifica. Através da pesquisa € possivel conhecer melhor os
mecanismos da doenga e, portanto, oferecer novas possibilidades de
diagnostico e tratamento.

Vocé estd sendo admitido(a) neste Hospital para estabelecimento de
diagnostico e/ou tratamento de alguma forma de tumor. Para fins de
diagndstico e/ou como parte de seu tratamento, ha necessidade da remogéo do
tumor e/ou material bioldgico relacionado & enfermidade. E pratica rotineira
deste hospital usar parte do tumor e/ou outro material biolégico retirado, para
exames clinicos laboratioriais, necessarios para um diagnostico definitivo. O
restante do tumor que é retirado, ou do material biolégico, ndo é utilizado,
sendo entdo armazenado para novos exames se necessario. Caso contrario,
sdo descartados, conforme Legislagao Sanitaria regulamentar sobre o assunto.

Estamos realizando pesquisa com carcinomas basocelulares, para
comparar os achados dermatoscépicos (exame da lesdo com lupa), achados
no exame de microscopia confocal in vivo e aqueles realizados ao microscépio
Optico utilizados para a confecgédo do diagndstico definitivo da lesdo. Parte da
lesdo sera examinada separadamente com a finalidade de isolar parametros
observados a dermatoscopia e microscopia confocal in vivo e observar as
alteragdes ao microscépio. O material sera examinado na sua totalidade, néo
havendo prejuizo para o diagndstico e/ou tratamento a ser estabelecido.



O fragmento sera identificado no laboratério por um cédigo de numeros
e letras, e, portanto, sua privacidade e identidade serdo sempre preservadas. A
eventual inclusdo dos resultados em publicacao cientifica sera feita de modo a
manter o anonimato do paciente.

Concordando com o uso do material para os fins acima descritos, é
necessario esclarece-lo (a) que nao existem quaisquer beneficios ou direitos
financeiros a receber sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa.
Se vocé nao concordar em doar o material para pesquisa, sua decisdao nao
influenciara, de nenhum modo, no seu tratamento.

Caso vocé ainda tenha questbes a fazer sobre este Termo de
Consentimento ou alguma duvida que nao tenha sido esclarecida pelo seu
médico, por gentileza, entre em contato com a pesquisadora principal, Dra.
Gisele Gargantini Rezze pelo telefone 2189-5136 ou se o pesquisador
responsavel nao fornecer as informagdes / esclarecimentos suficientes, por
favor entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundacdo Anténio Prudente — Hospital do Cancer — A.C.
Camargo/SP pelo telefone (11) 2189-5000, ramais 2069 ou 5020, de segunda-
feira a quinta-feira das 7 horas as 18 horas e sexta-feira das 7 horas as 16
horas.

Vocé recebera uma via deste documento. Somente assine este termo,
se consentir.

DECLARACAO

Declaro estar ciente das informagbes ora prestadas, tendo lido
atentamente e concordado com todo o teor.

Sao Paulo, .......... de oo de .........

Responsavel ou Paciente:

RG:

RGH:

Assinatura:
Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura:



Anexo 2 - Carta de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa - CEP

, Hospital
A.C.Cam argo - Comité de Etica em

Centro de Tratamento, Ensino e Pesguisa em Cancer

Pesquisa - CEP

Sio Paulo, 28 de Fevereiro de 2011.

A

Dra. Gisele Gargantini Rezze

Ref.: Prnjeto de Pesquisa n". 1524/11
“Determinacio dos padries da microscopia confoeal in vivo nas lesdes pigmentadas da
pele e comparagio com a dermatoscopia e histopatologia em cortes transversais™.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunido de
22/02/2011, aprovaram a realizagio do estudo em referéncia (versdo 1), o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

-

»

r

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho
Nacional de Satde:

Declaragiio, sobre os Dados Coletados, Publicagiio dos Dados ¢ Propriedade das
Informagdes Geradas;

Declaragio sobre Uso e destino do Material Bioldgico, Publicacdo dos Dados e
Propriedade das Informagdes Geradas;

Declaragio Sobre o Plano de Recrutamento dos Sujeitos de Pesquisa,
Circunstancias e Responsaveis pela Obtengio do TCLE;

Orgamento Financeiro Detalhado;

Divulgagao de Resultado de Despacho processo FAPESP 2010/06455-1;
Declaragdo de Infra-Estrutura e Instalagdes do Departamento de Oncologia
Cutdnea; ' _
Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patologica; :
Declaragdo de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Oncologia
Cutinea. ’

Infor.macﬁes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 6 meses.

Atenciosamente,

i ~ Dr. AlexandreSa de Andrade
2° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

—

Fundacio Antonio Frudente - CNPI/NF N. 6C 961.565,/12001

Buo Prof, Antanio Predenta, 211 - Liberdodle - 560
Telefone: (1) 2189-3000

WAL OCCOIMG -‘;‘! 2.0 ':J IL'
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Anexo 3 - Protocolo Microscopia Confocal CBC

Identificac&o do paciente:
Nome:

RGH:

Sexo:

Nascimento:

Data do exame:

Diagndstico dermatoscépico:
Diagndstico microscopia confocal:
Diagndstico anatomo-patologico:
Estrutura analisada:

Idade ao diagnéstico:

Obs: 0-ndo 1- sim 9- ndo se aplica

A. EPIDERME:

. adelgagcamento de epiderme

. quantos stacks até sumir epiderme

. padréo favo de mel tipico

. padrao favo de mel atipico
. padrao “pedra de calgamento” tipico

. padrao “pedra de calgamento”atipico

. padrao “pedra de calgamento” ausente

0o N OO o WODN -

—
~

. polarizacao

B. JUNCAO DERMO EPIDERMICA:

—
N

. papila dermacada
. papila ndo demarcada

—~~  ~
~—"

. auséncia de papila

—~~
~

A WO DN -

. presenca de células em palicada

—
N



O

0o N o o0k~ WON -~

. células dendriticas
. ilhas tumorais
. silhuetas escuras
. fendas

. Células globosas brilhantes esparsas
. Células globosas brilhantes agregadas

. Vasos

. DERME

. pontos brilhantes e pequenas células brilhantes (infiltrado inflamatorio)

. estruturas de colageno:

-ndo encontradas

-fibras reticuladas

—~

-em feixes

—
N

. OBSERVACOES
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Anexo 4 - Protocolo Histopatologia

A.ldentificagdo do paciente:

Nome:

RGH:

Sexo:

Nascimento:

Data do exame:

Diagnostico anatomo-patolégico (laudo):
Diagndstico cortes perpendiculares:
Diagndstico cortes transversais:
Estrutura analisada:

Idade ao diagnéstico:

B. Corte perpendicular:

1. Epiderme:
2. Derme:
3. Anexos:

B.Cortes transversal:

1. Epiderme:
2. Derme:

3. Anexos:



Anexo 5 - Quadro descritivo das caracteristicas dermatoscopicas, da RCM e da histologia nos cortes perpendiculares e

transversais dos 34 casos estudados

Caracteristica
dermatoscépica
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Achados da RCM

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Adelgacamento
da epiderme

Padréao “favo de
mel” atipico

Padrao “pedra de
calcamento”
atipico

Polarizacéo

Papilas
demarcadas

“Papilas em
palicada”

X

Células
dendriticas

Ilhas tumorais

X[ X | X | X

X| X | X | X

X[ X | X | X

Silhuetas escuras

XX X | X | X

XX X | X | X

Fendas
peritumorais

>

>

Infiltrado
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Achados Cortes
Perpendiculares
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Achados Cortes
Transversais
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