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RESUMO

SILVA, Amanda Nascimento Cavalleiro de Macedo Mota da. Avaliacdo dos critérios

diagnosticos da ceratose actinica através da microscopia confocal a laser. 2019.102 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O diagnostico da ceratose actinica (CA) € baseado primordialmente no exame clinico e
eventualmente confirmado pela analise histopatologica (AH), indicada nos casos duvidosos
ou refratarios ao tratamento. O desafio é estabelecer o diagndstico correto através de uma
avaliacdo minimamente invasiva, sendo a concordancia clinico-patoldgica limitada, em
especial no que tange ao grau de acometimento epidérmico e ao subdiagnostico de formas
iniciais de carcinomas espinocelulares (CEC). O objetivo deste estudo € validar a analise da
CA pela microscopia confocal a laser (MCL), um método de imagem ndo invasivo, com
resolucdo celular e que permite o acompanhamento longitudinal das lesdes, o qual viabiliza
uma avaliacdo mais detalhada da resposta terapéutica e uma comparagdo entre diferentes
opcdes de tratamento. Para esta validagdo, visa-se determinar os parametros relevantes na
analise & MCL, comparados a AH, calculando-se a sensibilidade (S), especificidade (E),
valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) de cada critério encontrado na CA.
Através do exame clinico, 25 CAs foram selecionadas para dermatoscopia, RCM e excisdo
por shaving para AH. A andlise estatistica foi realizada por testes de hipoteses (McNemar
para varidveis binarias e Wilcoxon para a variavel continua). Nado houve diferenca
significativa entre MCL e AH para 5 dos 6 parametros estudados. Os critérios estatisticamente
relevantes foram: paraceratose (p-valor 0,4449690; S 90%; VPP 78,26%), hiperceratose (p-
valor 0,24821313; S 87,5%; E 100%; VPP 100%; VPN 25%), disceratose (p-valor 0,617075;
S 85,71%; E 75%; VPP 94,74%; VPN 50%), atipia dos ceratindcitos da camada espinhosa
classificada como leve, moderada ou acentuada (p-valor 0,145032) e inflamacao na epiderme
(p-valor 1,000000; S 75%; E 20%; VPP 78,95%; VPN 16,67%). A MCL n&o conseguiu aferir
adequadamente a inflamacdo na derme (p-valor 0,013328), apesar da boa sensibilidade (68%)
e VPP (100%) obtidos. A MCL mostrou-se um metodo eficaz para o diagndstico da CA, com
resolucdo celular equiparavel a AH, com a vantagem da abordagem néo invasiva e livre de
artefatos histoldgicos. A validacdo da classificacdo da atipia ceratinocitica em 3 graus, aliada
a presenca ou auséncia dos demais 4 critérios, configura uma ferramenta promissora para
futuros estudos que comparem evolutivamente uma mesma leséo de CA, de forma numeérica e
objetiva.

Palavras-chave: Ceratose actinica. Microscopia confocal a laser. Cancer cutaneo.



ABSTRACT

SILVA, Amanda Nascimento Cavalleiro de Macedo Mota da. Evaluation of the diagnostic

criteria of actinic keratosis through reflectance confocal microscopy. 2019.102 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The diagnosis of actinic keratosis (AK) is based primarily on clinical examination
and eventually confirmed by histopathological analysis (HA), indicated in doubtful cases or
refractory to treatment. The challenge is to establish the correct diagnosis through a minimally
invasive evaluation, despite limited clinical-pathological agreement, especially regarding the
degree of epidermal involvement and diagnosis of early squamous cell carcinoma (SCC). The
objective of this study is to validate the analysis of AK by reflectance confocal microscopy
(RCM), a non-invasive imaging method, with cellular resolution, that allows longitudinal
follow-up of lesions, which enables a more detailed assessment of treatment response and a
comparison between different therapeutic options. For this validation, the aim is to determine
the relevant parameters for RCM evaluation, compared to HA, by calculating the sensitivity
(S), specificity (E), positive (PPV) and negative (NPV) predictive values of each criterion
found in AK. Through clinical examination, 25 AKs were selected for dermoscopy, RCM and
shaving excision for HA. Statistical analysis was performed by hypothesis tests (McNemar
for binary variables and Wilcoxon for continuous variable). There was no significant
difference between RCM and HA for 5 of the 6 parameters analyzed. Statistically relevant
criteria were: parakeratosis (p-value 0.4449690; S 90%; PPV 78.26%), hyperkeratosis (p-
value 0.28821313; S 87.5%; E 100%; PPV 100%; NPV 25%), dyskeratosis (p-value
0.617075; S 85.71%; E 75%; PPV 94.74%; NPV 50%), atypia of spinous layer keratinocytes
classified as mild, moderate or severe (p- 0.145032), and inflammation in epidermis (p-value
1.000000; S 75%; E 20%; PPV 78.95%; NPV 16.67%). RCM could not adequately measure
inflammation in dermis (p-value 0.013328), despite good sensitivity (68%) and PPV (100%).
RCM proved to be an effective method for AK diagnosis, with cellular resolution comparable
to HA, with the advantage of a noninvasive approach, free of histological artifacts. The
validation of keratinocyte atypia classification in 3 degrees, associated with the presence or
absence of other 4 criteria, constitutes a potentially useful tool for further studies that address
evolutionary comparisons of the same AK lesion over time, in a numerical and objective
manner.

Keywords: Actinic keratosis. Reflectance confocal microscopy. Skin neoplasm.
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INTRODUCAO

A ceratose actinica (CA) é uma doenca de ampla relevancia na salde publica e
apresenta incidéncia ascendente (Spencer et al. 2005). Caracteriza-se clinicamente por
méculas ou placas eritematoescamosas ou hiperceratoticas, com tendéncia a se tornarem
progressivamente mais espessas. Sdo tipicamente concentradas nas areas de maior exposicao
solar, sendo 80% delas localizadas na cabeca, no pescoco e nas extremidades superiores de
pessoas de pele clara.

O diagnoéstico dermatoldgico é baseado primordialmente na inspecdo visual da
morfologia clinica e eventualmente confirmado pela analise histopatolégica. Enquanto a
inspecdo visual pode ser falha na deteccdo das alteracBes subclinicas precoces, repetidas
andlises histoldgicas invasivas de areas extensas com dano actinico nao sao viaveis. O desafio
é estabelecer o diagndstico correto com a minima necessidade da andlise invasiva. Desta
forma, algumas técnicas nao invasivas, como a dermatoscopia e a microscopia confocal a
laser (MCL) estdo sendo estudadas para aumentar a acuracia do diagnostico in vivo (Farnetani
et al. 2015).

A MCL é um método de imagem que permite a observacdo dos detalhes arquiteturais e
celulares, sem necessidade da excisdo e do processamento tecidual, permitindo avaliar um
grande namero de lesGes com boa acuracia. A MCL permite a andlise das células do tecido
cutaneo, em seu estado fisioldgico, sem a retracdo gerada pela fixacdo e pela clivagem
aplicadas na técnica histopatoldgica. As alteracdes iniciais da morfologia epidérmica e a atipia
celular podem ser avaliadas antes de se tornarem clinicamente aparentes. Esta tecnologia
auxilia no diagnostico e na monitorizacdo terapéutica ao longo do tempo, diferente da
histopatologia, que ndo permite esse acompanhamento longitudinal. A maioria dos estudos
encontrados na literatura atual apenas classifica os critérios diagndsticos da CA em presentes
ou ausentes, ndo possibilitando a determinacdo da gravidade ou a diferenciacdo da resposta
terapéutica em parcial ou total.

Assim sendo, pretende-se neste estudo avaliar a validade da MCL para o diagndstico
da CA e identificar os principais parametros a serem analisados neste exame promissor, em
comparacdo a histopatologia, tradicionalmente utilizada para o diagnéstico microscépico. Os
critérios observados & MCL serdo graduados numericamente para possibilitar uma

comparagao objetiva da mesma leséo apos o tratamento, de forma dindmica e ndo invasiva.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Ceratoses actinicas

1.1.1 Epidemiologia e etiologia

A ceratose actinica (CA) apresenta prevaléncia ascendente (Spencer et al. 2005)
devido a crescente expectativa de vida e por acometer principalmente os idosos (Dirschka et
al. 2017). No Brasil, segundo o consenso da Sociedade Brasileira de Dermatologia de 2006, é
a quarta causa de visita ao dermatologista, representando 5,1% dos motivos das consultas
(Segatto et al. 2013).

Os fatores de risco mais relacionados a formacdo da CA sao exposi¢do solar cronica
(laboral ou recreacional), género masculino, pele clara (fototipos I, 1l e 111 segundo descricéo
por Fitzpatrick (1975), idade acima de 40 anos, imunossupressdo cronica e exposi¢cdo ao
arsénico. Pacientes que foram submetidos a transplante de Orgaos, especialmente renal,
apresentam um risco 250 vezes maior de desenvolverem CA e 100 vezes maior de
desenvolverem um carcinoma espinocelular (CEC) (Zalaudek et al. 2014).

A principal etiologia € a radiagdo ndo ionizante, principalmente a radiagdo ultravioleta
(UV). A radiagdo UV pode ser dividida de acordo com o comprimento de onda em que se
encontra, como UV-A (315-400 nanémetros), UV-B (280-315 nanémetros) e UV-C (100-280
nanémetros). O stress oxidativo provocado pela UV-A induz mutagdes do DNA, enquanto a
UV-B provoca diretamente a formacdo de dimeros de pirimidina (mais comumente de
timina), mutagdes dos ceratindcitos e a formagdo da CA. A maior parte da UV-C é absorvida
pela atmosfera. Além da exposi¢do solar cronica, outros fatores sdo envolvidos, como as
exposicdes as fontes artificiais de UV, terapia com psoraleno oral associado a radiacdo
ultravioleta, raios X e radioisétopos. Consequentemente, a prevaléncia da CA & maior nas
regides com maior indice de exposicao a radiacdo UV, sendo a maior encontrada na Australia,
onde 40 a 60% dos adultos acima de 40 anos sdo acometidos pela doenca.

A prevaléncia também é influenciada pelo género. Sdo afetados 55% dos homens e
37% das mulheres com idade entre 30 e 70 anos. Esta diferenca € atribuida a maior exposicédo

solar laboral dos homens (Richtig et al. 2010).
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Outros fatores menos comuns associados a maior incidéncia da CA sdo sindromes
genéticas caracterizadas pela dificuldade de reparo do DNA e inflamag&do cutanea cronica. A
infeccdo pelo papiloma virus humano pode desempenhar um papel de co-carcindgeno, através

da interacdo com as proteinas viricas E6 e E7 (Ferrandiz et al. 2014).

1.1.2 Mutacdo do gene p53

O gene supressor tumoral p53 é geralmente descrito como o guardido do genoma. Ele
impede a replicacdo do DNA e a alteracdo do ciclo celular em resposta ao dano do DNA,
através da inducdo da apoptose das células danificadas. Na presenca de comprometimento do
reparo produzido pelo gene p53, as células com danos acumulam mutagdes adicionais e
ocorre proliferacdo tumoral. A frequéncia da mutacdo do gene p53 é de 14,3% no tecido
normal, 38,5% na pele com fotodano, 52,5% na CA e 53,8% no CEC. A identificacdo das
mutacdes genéticas na pele fotoexposta com aparéncia normal fornece a base genética para a

CA ser classificada como uma doenga cronica (Rigel et al. 2013).

1.1.3 Aspectos clinicos

O quadro clinico das CAs ¢é caracterizado por mdaltiplas maculas ou placas
eritematoescamosas ou hiperceratoticas localizadas nas areas de maior exposicdo solar.
Encontram-se 80% delas na cabega, no pescoco e nas extremidades superiores. A maioria é
assintomatica (Segatto et al. 2013).

A classificagéo clinica das CAs as divide em graus I, 1l e 1l (Olsen et al. 1991). O
grau I descreve as les6es mais palpaveis do que visiveis. O grau Il, aquelas que sdo facilmente
visiveis, assim como palpaveis, enquanto o grau Ill descreve as lesdes mais espessas e
ceratoticas (Rowert-Huber et al. 2007). Porém, sabe-se que esta gradacao clinica é compativel
com a histopatologia em apenas 50% dos casos, ndo devendo ser usada como preditor
(Dirschka et al. 2017).
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1.1.4 Dermatoscopia

O exame dermatoscopico € um metodo semioldgico ndo invasivo que auxilia na
avaliacdo clinica. Permite o reconhecimento de estruturas morfolégicas que ndo séo
observadas a olho nu. O treinamento na interpretagdo dos critérios dermatoscdpicos e sua
correlagdo com os aspectos clinicos e histopatoldgicos é fundamental para aumentar a
efetividade do diagnostico das lesdes cutaneas (Ferreira et al. 2011).

O dermatoscopio ¢ um dispositivo de microscopia de epiluminescéncia com luz
polarizada, concebido para observar detalhes cutdneos, com ampliacdo variavel entre 10 e 70
vezes, dependendo do aparelho utilizado. As imagens podem ser obtidas acoplando-se o
dermatoscdpio a uma camera digital (o que permite uma ampliacdo maior), ou ja adquiridas
em associacdo, através de equipamentos digitais (Ferreira et al. 2011).

A dermatoscopia (Figura 1), a CA de grau | apresenta padrdo em pseudorede
vermelha, com discretas escamas brancas. As lesdes de grau Il sdo definidas por fundo
eritematoso entremeado de aberturas foliculares alargadas, branco-amareladas, ceratéticas e
parcialmente confluentes, com aparéncia que se assemelha a um morango (strawberry
pattern). Ja as CAs de grau Il podem apresentar duas formas: aberturas foliculares alargadas
preenchidas por tampdes cerat6ticos sobre fundo descamativo branco-amarelado ou uma

aparéncia amorfa branco-amarelada intensamente ceratotica (Zalaudek et al. 2014).

Figura 1 - Correspondéncia entre os aspectos clinicos e dermatoscépicos dos trés graus da CA
2 % ‘l-w “1(\‘ i
; )

Legenda: Ceratose actinica (CA).
Fonte: A autora, 2019.
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A sensibilidade e a especificidade do método para as CAs sdo de 98% e 95%,
respectivamente. A dermatoscopia também pode ser Gtil na diferenciagdo das CAs de graus I,
I, Il e do CEC, que geralmente revela um padrdo vascular caracteristico, devido a
angiogénese tumoral. Pode-se observar diferentes padrfes vasculares, como vasos em pontos,
glomerulares, em grampos ou lineares. Outros critérios fortemente associados ao CEC séo as
areas brancas e amorfas, massa central de ceratina e ulceragdo. A mudanga dos vasos em
pontos ou glomerulares para vasos em grampos ou lineares sugere progressao para uma forma
de CEC mais agressiva (Zalaudek et al. 2014).

Kac et al. (2012) observaram as alteracdes dermatoscopicas decorrentes do tratamento
da CA com imiquimode, constituidas pela reducdo dos sinais de ceratinizacdo, representados
por descamacao e tampdes corneos. Foi sugerida, entdo, a dermatoscopia como ferramenta
atil na avaliacdo da resposta terapéutica das CAs, de forma mais eficaz do que a avaliacéo

clinica isolada.

1.1.5 Histopatologia

O diagnostico da CA é basicamente clinico. Porém, a biopsia é indicada nos casos
refratarios ao tratamento convencional (Stockfleth et al. 2011) ou duvidosos: quando ha
induracdo, ulceracdo, sangramento, didmetro superior a 2 cm ou rapido crescimento (Ulrich et
al. 2010). E relatado valor preditivo positivo de 74% das lesdes de CA a analise clinica, em
comparacdo a AH (Venna et al. 2005). Neste estudo, 17 (74%) das 23 lesbes com
caracteristicas clinicas classicas de CA (que ndo seriam rotineiramente submetidas a biopsia)
foram confirmadas a histopatologia. Das demais 6 lesdes, 5 (83%) configuravam CEC a AH,
concluindo-se provavel subdiagndstico destas neoplasias cutaneas através da avaliagéo clinica
exclusiva (Venna et al. 2005).

As ceratose actinicas sdo classificadas em 5 subtipos histopatologicos. A hipertrofica é
descrita como aquela com hiperceratose e acantose proeminentes, que pode formar o corno
cutaneo. A atrofica é caracterizada pela atrofia da epiderme. A acantolitica é definida pela
acantolise focal. O subtipo liquenoide apresenta infiltrado inflamatoério linfocitario em faixa
na derme, representado clinicamente pelo eritema presente na lesdo. Ja a forma pigmentada,

apresenta aumento de melanina na epiderme (Rappini. 2007).
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Na histopatologia, a CA é caracterizada pela proliferacdo intraepidérmica de
ceratindcitos atipicos (Malvehy et al. 2015). Na camada coOrnea, observa-se paraceratose,
hiperceratose e ortoceratose (inclusive no foliculo piloso e no acrosiringeo). Nas camadas
granulosa e espinhosa ha acantose irregular, perda da maturacdo e da polarizacdo celular e
pleomorfismo celular e nuclear. Na camada basal, observam-se ceratindcitos atipicos
despolarizados, pleomorfismo celular e nuclear. J& na derme, ha elastose solar, aumento da
vascularizagdo, vasodilatacdo e infiltrado inflamatorio linfocitario superficial (Ulrich et al.
2008).

Como a andlise histopatoldgica ndo é realizada de forma rotineira, algumas técnicas
ndo invasivas estdo sendo estudadas para aumentar a acurdcia diagnéstica e permitir o
acompanhamento da resposta terapéutica. Ha relatos de adequada correlacdo entre a
microscopia confocal a laser (MCL) e a histopatologia (Nguyen et al. 2016, Tan et al. 2016,
Ulrich et al. 2008), com coeficiente de correlagdo de Pearson (grau de correlacdo entre duas
variaveis de escala métrica) igual a 0,740 (Pellacani et al. 2015). As classificacdes através da
dermatoscopia, MCL e histopatologia tém correspondéncia com a classificacéo clinica, como

é exposto no Quadro 1.
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Quadro 1 — Correspondéncia das classificacdes dos trés graus da CA atraves da clinica,
dermatoscopia, MCL e histopatologia

confocal a laser

em favo de mel
atipico na camada
espinhosa

ceratindcitos nas
camadas espinhosa e
granulosa

Graus I Il Il
Clinica Mais palpavel e Tanto visivel quanto | Espessa e ceratética
pouco visivel palpavel
Dermatoscopia Pseudorede Fundo vermelho Areas amorfas
vermelha com aberturas branco-amareladas
foliculares
ceratoticas (em
“morango”)
Microscopia Areas com padrio Atipia dos Favo de mel

desarranjado em toda
epiderme

Histopatologia

Atipia dos
ceratindcitos basais
no terco inferior da
epiderme

Atipia dos
ceratindcitos nos 2/3
inferiores da
epiderme,
hiperceratose,
ortoceratose
alternada com
paraceratose e
acantose

Ceratindcitos atipicos
em toda espessura da
epiderme,
paraceratose,
acantose,
papilomatose e
envolvimento das
estruturas anexiais

Legenda: Ceratose actinica (CA); Microscopia confocal a laser (MCL).
Fonte: Adaptado de Richtig et al. (2010) e Zalaudek et al. (2014).

1.1.6 Vias de evolucdo

Uma vez desenvolvida, a CA pode apresentar trés caminhos diferentes de evolucéo:

regressdo espontanea, persisténcia ou transformacdo para carcinoma espinocelular (CEC),

como ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Vias de evolucgdo da ceratose actinica

Progressao:

R do:
egressao 0,1% a 20% por lesao

15% a 55%
Risco acumulado

cooco

Nota: A taxa de regressdo espontanea varia de 15 a 55% em dois anos de acompanhamento
(Harvey et al., 1996). E estimado que a taxa de transformacdo para carcinoma
espinocelular (CEC) seja de 0,1 a 20% por lesao (Ishioka et al., 2015). Porém, o risco
relativo é proporcional ao nimero de lesdes: em torno de 1% para pacientes com até
cinco lesdes e aumenta para 20% nos pacientes com mais de 20 lesGes (Zalaudek et
al., 2014). A evolucdo da ceratose actinica (CA) para CEC pode ocorrer através da
progressdo dos trés diferentes graus ou diretamente da CA com o envolvimento
limitado ao tergo inferior da epiderme (Fernandez, 2017). Porém, ndo hd marcadores
preditores desta evolucdo (Dirschka et al., 2017), assim como a espessura da CA nao
configura mais um fator de risco da progresséo para CEC (Heerfordt et al., 2016).

Fonte: A autora, 2019.

As avaliagcOes histologicas demonstram que 60 a 80% dos CECs surgem a partir de
uma CA, corroborando a estratégia do tratamento precoce (Rigel e Steingold. 2013). As
caracteristicas das CAs que se associam com maior risco de progressdo para CEC sédo
induracdo, inflamacdo, didmetro superior a 1 cm, crescimento rapido, sangramento e
ulceracdo. Outros fatores sé@o pigmentacéo, dor, prurido e hiperceratose.

As lesbes localizadas nos labios e nas orelhas apresentam maior risco de progressao
para CEC, surgimento de metastases e recorréncia tumoral, proporcionais ao tamanho da
leséo (> 2 cm) e a baixa diferenciacdo celular tumoral. A prevaléncia de metastase nos labios
é de 13 a 20,6% e nas orelhas € de 11%, comparados com 5,2 a 6,5% dos CECs cutaneos nas
demais localizagGes. A recorréncia é mais frequente nos CECs localizados na orelha (18,7%)
e no labio (10,5%), em comparagdo aos localizados nas outras regides fotoexpostas (7,9%)
(Rigel e Steingold. 2013).

Outra causa relacionada ao aumento do risco de transformacéo para CEC é a extensao

folicular da CA, também associada a recorréncia tumoral, mais comum na regido da cabeca e



24

do pescoco. E possivel que o envolvimento folicular abaixo do infundibulo funcione como um
facilitador a infiltracdo, devido a ativacdo das celulas-tronco adultas durante o ciclo folicular
(Fernandez. 2017).

1.1.7 Sequimento e prevencao

A avaliacdo do paciente com CA deve incluir o exame de todo tegumento com
regularidade. Pacientes com poucas CAs podem ser vistos duas vezes ao ano. Ja aqueles com
alto risco (histdria prévia de cancer de pele, imunossupressdo, multiplas CAs, principalmente
as de grau I11) devem ser vistos a cada trés ou quatro meses (Zalaudek et al. 2014).

A prevencdo da CA inclui medidas primarias e secundarias. Dentre as medidas de
prevencdo primaria estdo a informacdo e a educacdo quanto a protecdo solar. Dentre as
medidas de prevencao secundaria estdo o autoexame prévio a consulta médica, a detecgdo e o
tratamento precoces, evitando-se a possivel progressdo para CEC. Destaca-se a relevancia da
prevencdo na populacdo transplantada (especialmente renal), com maior risco para o
desenvolvimento de CA e CEC (Ferrandiz et al. 2014).

1.1.8 Tratamento

Diversas opgdes de terapias minimamente destrutivas e de agentes topicos estdo
disponiveis, com taxas de resposta terapéutica que variam de 50 a 98%, como ilustrado na
Figura 3. A escolha da melhor opcéo terapéutica depende do nimero, tamanho e localizacéo
das lesbes de CA. Ha também fatores relativos ao paciente, como compreensdo, idade,
condicBes gerais de saude e a realizacdo de tratamentos prévios no mesmo local anatémico.
Além dos fatores relacionados ao método, como custo, segurancga, tolerabilidade, eficacia e os
objetivos estéticos finais (Ferrandiz et al. 2014, Zalaudek et al. 2014). Porém, ainda nédo ha
consenso na literatura sobre a melhor escolha de tratamento para a CA e o campo de
cancerizagdo, sendo muitas vezes indicada a associacdo dos métodos destrutivos aos

tratamentos topicos, com o objetivo de reduzir a recorréncia tumoral.
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Figura 3 - Taxas de resposta clinica das CAs as diferentes opcbes de
tratamento

DIRECIONADO A
LEsAO

Curetagem/ shave/ excisdo N3o documentada

Crioterapia com nitrogénio liquido 75-98%
Laser CO2 ~90%

DIRECIONADO AO
CAMPO

Terapia Fotodinamica 70-90%

Retinoide topico ~80%

Imiquimode 5% 55-80%
Diclofenaco 3% gel 50-80%
Peeling quimico ~75%

Mebutato de ingenol 56-75%

5FU 50%

Legenda: Ceratose actinica (CA).

Nota: O tratamento pode ser dividido em direcionado a leséo isolada de CA ou ao campo de
cancerizagdo (lesbes subclinicas adjacentes as lesdes clinicas de CA, mais comuns
em pacientes que apresentam mais de 6 les6es de CA por area anatdbmica).

Fonte: Modificado de Ulrich et al. 2010, Zalaudek et al. 2014.

1.1.8.1 Tratamento direcionado a CA isolada

Os tratamentos direcionados a lesdo sdo particularmente Uteis nas CAs isoladas.
Dentre as opcdes terapéuticas estdo a crioterapia, a eletrocirurgia, a biopsia por shave e a
excisdo (Zalaudek et al. 2014). Esses procedimentos requerem anestesia local (exceto na
crioterapia) e podem evoluir com cicatrizes ou alteracbes pigmentares. Em geral sdo metodos

de répida execucdo e com boa eficacia (Ferrandiz et al. 2014).

1.1.8.2 Tratamento do campo de canceriza¢ao

O tratamento direcionado ao campo de cancerizacdo pode promover periodos de
remissdo mais prolongados. E indicado para os pacientes que apresentam mdaltiplas lesdes de

CA na mesma é&rea anatdbmica com sinais de fotodano acentuado (Torezan e Festa-Neto.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=TOREZAN,+LUIS+ANTONIO+RIBEIRO
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=FESTA-NETO,+CYRO
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2013). N&o hé& consenso entre os autores sobre a defini¢cdo do campo de cancerizacdo atraves
da contagem das lesdes clinicas. As opg¢des mais utilizadas sdo: terapia fotodindmica, 5-

fluoracil, imiquimode, mebutato de ingenol e diclofenaco (Ferrandiz et al. 2014).

1.1.8.3 Outras opc¢oes terapéuticas

Os retinoides sistémicos, a dermoabrasao, os peelings quimicos e o laser de CO2 sdo
considerados tratamentos de segunda linha ou coadjuvantes e podem ser indicados em casos
selecionados (Ferrandiz et al. 2014).

Outras opcdes ndo disponiveis no Brasil sdo o resiquimode (imunomodulador
imidazolico com acédo atraves do TLR-7 e TLR-8) e o 5-fluoracil combinado com o &cido
salicilico na mesma formulacdo (Torezan e Festa-Neto. 2013).

1.2 Microscopia confocal a laser (MCL)

1.2.1 Principios bésicos

O microscopio confocal foi criado por Marvin Minsky em 1957. Entretanto, foi
necessario o desenvolvimento de uma fonte de luz adequada e de tecnologia
computadorizada, para possibilitar a sua utilizacdo na pele humana. O primeiro uso do
microscopio confocal a laser in vivo, na pele humana, ocorreu em 1995. Vérios aparelhos
foram produzidos, mas somente dois modelos foram comercializados: o Vivascope® 1500 e
3000. O modelo 3000 possui uma lente de menor diametro e uma ponteira manual, que torna
mais facil o uso nas areas curvas da face e mais rapido o exame, porém com as desvantagens
da menor resolucdo e da ndo associacdo com a dermatoscopia (Hofmann-Wellenhof et al.
2012; Rezze e Cazagrande. 2016). Nesse estudo, sera utilizado o modelo Vivascope® 1500,

como ilustrado na Figura 4.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=TOREZAN,+LUIS+ANTONIO+RIBEIRO
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=FESTA-NETO,+CYRO
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Figura 4 - Microscopio confocal a laser modelo Vivascope® 1500 e a sequéncia para
aquisicdo das imagens

Legenda: Imagem do microscépio confocal a laser Vivascope® 1500 (& esquerda) e, a direita, os quatro
passos mais importantes para a aquisi¢do das imagens: A - Cola-se o anel plastico adesivo ao anel
metalico; B - Apds a aplicacdo do dleo de interface na pele do paciente, fixa-se o anel a pele; C -
Dermatoscopia através da cadmera digital (Viva Cam, Lucid Inc, Rochester, NY, USA), a qual
guia a aquisicdo da imagem de Microscopia confocal a laser; D - Aplica-se gel de ultrassom
(indice de refletancia semelhante ao da camada cdrnea) e acopla-se a lente do microscépio ao
anel metalico.

Fonte: A autora, 2019.

A palavra LASER é um acrénimo criado pelo fisico Gordon Gould, que significa Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificacdo da luz pelo efeito da
emissdo estimulada da radiacdo). E constituido por radiagdo monocromatica, coerente e
colimada. O comprimento de onda € o que define a especificacdo do laser. Quando atinge a
pele, a luz pode ser absorvida, refletida, transmitida ou dispersada (Raulin e Karsai. 2011).

O Vivascope® utiliza o laser de diodo, que possui comprimento de onda de 830
nandmetros (nm) e lentes objetivas de 30x de aumento. A profundidade alcancada é de até
0,3mm, equivalente a derme papilar. A poténcia do laser é baixa, menor que 30mW, de forma
a ndo causar dano a pele ou aos olhos (Hofmann-Wellenhof et al. 2012). O mecanismo de

funcionamento deste aparelho esta ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Mecanismo de funcionamento do Vivascope 1500

EMPILHAMENTO
—_— (‘z sTacK’)

con | .

IMAGENS

MosAIco
(XY mosaAIC’)

PINHOLE

LASER
DIODO

OBJETIVA

Até 8mm x 8mm
(até 16 x 16 imagens

Até 0,3mm
(derme papilar)

0,5mm)

unitarias de 0,5mm x -\ /

Nota: O aparelho emite o laser diodo de baixa poténcia que ird atingir o ponto da pele escolhido
pelo examinador. Este sera refletido por este ponto, amplificado pela objetiva em 30x e
passara por uma pequena abertura (pinhole), que otimizara a nitidez da imagem que sera
formada no detector. O pinhole ndo permite que a luz refletida a partir de outro ponto do
tecido alcance o detector e apenas a luz que estd no foco (confocal) seja detectada. Uma
Unica imagem permite a avaliagdo de uma &rea de 0,5x0,5 mm. Para a avaliacdo da leséo
inteira, diversos pontos podem ser capturados e combinados, formando um mosaico com area
de até 8x8mm. A avaliacdo também pode ser feita através do empilhamento vertical das
imagens (Z stacks) com a captura sequencial desde a superficie até a profundidade de 0,3
mm.

Fonte: A autora, 2019.

O contraste das imagens ocorre pela diferenca dos indices de refletancia das organelas
e das microestruturas da pele, sem a necessidade de corantes ou marcadores fluorescentes. As
imagens produzidas sdo em preto, branco e em escalas intermediarias de cinza. A
interpretagdo das mesmas baseia-se no reconhecimento dos padrdes de refletdncia das

estruturas celulares e teciduais (Gonzélez et al. 2014), como representado na Figura 6.
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Figura 6 - Indices de refletancia das estruturas teciduais e celulares
cutaneas (em ordem decrescente)

Melanina: melandcitos, melandfagos e ceratindcitos
pigmentados

Ceratina: camada cdrnea, infundibulo e foliculo piloso
Células inflamatérias

Ceratindcitos das camadas granulosa e espinhosa

Coldgeno
Células sanguineas
Nucleos (refletdncia minima)

Ar e plasma (refletancia nula)

Nota: As estruturas com maior brilho (cor préxima ao branco) possuem um alto indice
de refletancia (n). Os componentes da pele com maiores indices sdo aqueles que
contem melanina (n=1,72) ou ceratina (n=1,51). Esses componentes aparecem
brilhantes, circundados pela epiderme (n=1,34) e derme (n=1,41) mais escuras.
Os menores indices de refletdncia sdo encontrados nos nucleos celulares, no ar e
no plasma. Nestes dois Ultimos, a refletdncia é nula, sendo representados pela cor
preta. As demais estruturas (células de Langerhans, colageno e células
sanguineas) apresentam indices de refletancia intermediarios e sdo representadas
por diferentes tons de cinza.

Fonte: A autora, 2019.

A MCL foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso na
avaliacdo da pele humana, em outubro de 2008. Apresenta utilidade no diagndstico e no
monitoramento da resposta terapéutica das lesbes cutaneas (Ahlgrimm-Siess et al. 2009).
Diferente da histopatologia, a mesma lesdo poder ser seguida ao longo do tempo, sem
alteracdo tecidual e com resolucdo celular, evitando-se biopsias desnecessarias (Ulrich et al.
2015). As principais diferencas entre a MCL, a dermatoscopia e a histopatologia séo

representadas na Figura 7.
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Clinica/
Dermatoscopia MCL

DERME PAPILAR
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observagao
da MCL

COMPARATIVO
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v
v

N3o invasivo X

Acompanhamento
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X
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Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL).
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Nota: As imagens obtidas pela clinica, dermatoscopia e MCL sdo em planos paralelos a pele, diferente dos
cortes histolégicos convencionais, em planos perpendiculares a superficie cutanea. A vantagem da
histopatologia é a possibilidade da avaliagdo em resolugdo celular e com profundidade além da derme
papilar. Ja a dermatoscopia é um método de imagem ndo invasivo que permite 0 acompanhamento
longitudinal da leséo e, consequentemente, da sua resposta terapéutica. A MCL alia os beneficios de
ser um metodo ndo invasivo que permite 0 acompanhamento longitudinal da lesdo com a resolugao
celular. Porém, diferente da histopatologia, limita-se a uma profundidade de até 0,3mm (equivalente a

derme papilar).
Fonte: A autora, 2019.

1.2.2 Pele normal & microscopia confocal a laser

Para a correta interpretagcdo das imagens da pele anormal, faz-se necessario um breve

resumo das caracteristicas da pele normal vistas a MCL.

Na epiderme, os ceratinOcitos se maturam e constituem quatro camadas distintas, que

podem ser diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas arquiteturais e citologicas. A

camada cornea, mais superficial, € composta por ceratindcitos grandes, brilhantes, achatados,

anucleados e poligonais. Sua espessura varia conforme o sitio anatbmico e a exposicéo solar

recebida ao longo do tempo. A camada granulosa também possui ceratindcitos poligonais,

contendo granulos de cerato-hialina no citoplasma e ntcleo grande e oval. A MCL, essas

células apresentam-se com citoplasma granuloso e ndcleo oval escuro, dispostos em um
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padrdo chamado de favo de mel. A camada espinhosa é composta por ceratinocitos menores
que também apresentam padrdo de nucleo escuro central, borda bem demarcada e citoplasma
brilhante. A camada basal é composta de somente uma fileira de ceratindcitos colunares e
melandcitos regularmente distribuidos (Hofmann-Wellenhof et al., 2012).

A MCL da juncdo epidermo-dérmica (JED) revela papilas bem demarcadas por anéis
que circundam a derme papilar. A derme apresenta trama reticular de fibras acinzentadas com
vasos centrais, sendo as porc¢des superiores da derme fisiologicamente circundadas pelos anéis

de células bem demarcadas e brilhantes (Hofmann-Wellenhof et al., 2012).

1.2.3 Microscopia confocal a laser na avaliacdo da ceratose actinica

A MCL constitui um método ndo invasivo de grande utilidade na avaliacdo celular da
CA e no acompanhamento da sua resposta terapéutica, pois a CA é uma lesdo que se limita a
epiderme, ndo sendo necessaria a analise além da derme papilar. As alteracGes iniciais da
morfologia epidérmica e a atipia celular podem ser avaliadas através da MCL antes de se
tornarem clinicamente aparentes. Desta forma, a MCL é Gtil também na avaliacdo do campo
de cancerizacao (Pellacani et al. 2015, Peppelman et al. 2015, Ulrich et al. 2010). O método
tem sensibilidade de 80 a 90,84%, especificidade de 77,50 a 98,6%, valor preditivo positivo
de 80,65% e valor preditivo negativo de 89% para o diagnostico da CA (Aghassi et al., 2000;
Horn et al., 2008). Os critérios observados a MCL e a andlise histopatolégica (AH) estdo

listados no Quadro 2, a seguir.
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Quadro 2 — Critérios observados a MCL e a histopatologia na avaliacdo das CAs nao
pigmentadas (continua)

n MCL/n
biopsia- | Critérios observados a MCL e Vivascope ®
AT El método a AH (frequéncia em %) SHE ) (tipo)
(desenho)
Aghassi et al. 7/3 - Descritivos: hiperceratose - 1500
2000 punch (71%), pleomorfismo nuclear
2mm na CE (100%), na CG (14%),
(caso- desarranjo arquitetural na CE
controle) | (57%); sem avaliacdo dos
pardmetros dérmicos
Horn et al. 30/15- | Camada cornea irregular, 91/ 78 1500
2008 curetagem | padrdo em favo de mel atipico,
(caso- perda da estratificacao
controle) | epidérmica,  disceratose e
polimorfismo nuclear
Rishpon etal. | 7/ 7— N/E | Descamagéo (100%), - 1500
2009 (série de | paraceratose (14%), moderada
€asos) atipia do padrdo em favo de
mel (100%), disceratose (14%)
e VD (72%)
Eichertetal. | 3/3 - N/E | Hiperceratose, ceratindcitos - 1500
2010 (revisdo) | atipicos com contornos
celulares irregulares e pouco
definidos
Richtig et al. 10/ 10— | Perda da estratificacdo - 1500
2010 shaving | epidérmica (100%),
(série de | polimorfismo celular e nuclear
€asos) (100%), contornos celulares
irregulares (100%) e
disceratose (100%)
Bassolietal. | 6/ 6 — N/E | Descamagéo (50%), padrdo em - 1500
2012 (seriede | favo de mel atipico com
casos) espessamento intercelular
(83,3%), inflamacdo dérmica
(33,3%) e VD (66,7%)
Incel et al. | 8/ 8—N/E | Descamacéo, paraceratose, 93/ 97 3000
2014 (serie de polimorfismo celular, atipia do
casos) padrdo em favo de mel, VD,

inflamacéo
dérmica

epidérmica e
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Quadro 2 — Critérios observados a MCL e a histopatologia na avaliacdo das CAs nao
pigmentadas (conclusdo)

n MCL./ N Critérios observados 8 MCL e S/E Vivascope ®
Py, g | olgjgel 3 AH (frequéncia em %) (%) (tipo)
(desenho)
Peppelman et | 24/ 24 — Cornea: descamacao, - 1500
al. 2014 punch hiperceratose, paraceratose e
3mm inflamacdo. CG e CE: padréo
(série de em favo de mel tipico/ atipico,
casos) desarranjo arquitetural,
inflamacéo, pleomorfismo
nuclear e celular. Derme: VD,
rolamento linfocitario, elastose
solar e inflamacao
Farnetani et | 3/ 3— N/E | Papilas dérmicas mal definidas | 84,8-91/ 1500
al. 2015 (Série de (96,3%), JED inespecifica| 77,9-80
casos) (59,3%), células inflamatdrias
isoladas (55,6%), bandas de
coldgeno  (33,3%), atipia
celular (29,6%) e arquitetura
epidérmica irregular (11,1%)

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); ceratose actinica (CA); nimero de casos (n); sensibilidade (S);
especificidade (E); camada granulosa (CG); camada espinhosa (CE); ndo especificado (N/E);
vasodilatacdo (VD); jungdo epidermo-dérmica (JED).

Nota: No estudo de Aghassi et al. (2000), 3 das 4 lesdes clinicamente compativeis com ceratose actinica
apresentaram confirmagdo histopatologica deste diagndstico, enquanto 1 era compativel com
carcinoma espinocelular. No trabalho de Horn et al. (2008), 15 das 30 lesdes submetidas & microscopia
confocal a laser foram tratadas com curetagem. Em todos os estudos citados, o material analisado a
histopatologia foi utilizado exclusivamente para confirmag¢do diagndstica, sem avaliacdo da
concordancia com os respectivos critérios a microscopia confocal a laser. Estes critérios ndo tiveram
sua avaliagdo padronizada. Locais anatdmicos diferentes foram examinados em cada estudo.

Fonte: A autora, 2019.

No estudo publicado por Ulrich et al. (2008), o grau de concordancia entre MCL e
histopatologia (material obtido através de biopsia por punch 4mm) foi classificado em
excelente, alto ou moderado. Excelente concordancia (94,6-98,2%) entre os avaliadores foi
relatada na identificacdo de pleomorfismo nas CG e CE. Reprodutibilidade alta foi observada
nos critérios: células inflamatorias (89,2-94,6%), espongiose na CG (87,5%), na CE (89,3%) e
paraceratose (87,5%). Concordéancia moderada foi encontrada para vasodilatacdo (82,1%),
perda arquitetural nas CG (75%) e CE (85,7%), exocitose na CG (82,1%), elastose solar
(82,1%) e rolamento linfocitario (87,5%). Estes dois ultimos nédo apresentaram significancia
estatistica (p=0,569 e p=0,123, respectivamente). Os critérios relatados com maiores indices
de sensibilidade e especificidade (através da analise Rho de Spearman) foram o desarranjo
arquitetural e o pleomorfismo celular observados nas CG e CE.
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Os critérios mais relevantes na distingdo entre CA e CEC s&o o desarranjo arquitetural
epidérmico que se estende a camada granulosa e a presenca de ninhos tumorais dérmicos
encontrados exclusivamente no CEC (Peppelman et al. 2015). Neste mesmo estudo, é relatada
também menor incidéncia de paraceratose, inflamacao epidérmica e dérmica no CEC. Os

demais critérios sdo apresentados no Quadro 3 e descritos no Quadro 4.

Quadro 3 - Critérios diagndésticos da CA e do CEC a MCL

Critérios a MCL CA CEC
Camada cornea
Hiperceratose
Paraceratose
Ortoceratose
Células inflamatérias
Descamagéo
Camada granulosa
Padrao em favo de mel tipico
Padrdo em favo de mel atipico
Desarranjo arquitetural
Pleomorfismo celular e nuclear
Camada espinhosa
Padrdo em favo de mel atipico
Disceratose
Desarranjo arquitetural
Pleomorfismo celular e nuclear
Espongiose
Exocitose
Juncdo epidermo-dérmica
Vasodilatagao
Aumento do numero de vasos
Aumento do fluxo vascular
Derme
Elastose solar
Células inflamatdrias
Pérolas corneas X

Estruturas em ninho X
Legenda: Ceratose actinica (CA); Carcinoma espinocelular (CEC); Microscopia confocal a laser (MCL). As
denominagBes empregadas como na histopatologia se justificam pelo carater descritivo associado as
mesmas estruturas a microscopia confocal a laser.
Fonte: Adaptado de Peppelman et al. (2015).
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Quadro 4 - Descricdo dos critérios diagndsticos da CA e do CEC, a MCL

Hiperceratose

Camada cornea com espessura > 0,015mm

Paraceratose Células nucleadas na camada cérnea
Ortoceratose Hiperceratose sem paraceratose
Descamacéo Material amorfo acima da camada cornea

Células inflamatérias

Estruturas de alta refletancia, com 0,008-0,01mm

Disceratose

Células redondas e nucleadas nas CG e CE

Padrdao em favo de mel tipico
(padréo normal nas CG e CE)

Ceratindcitos regulares e uniformes com espagcamento
que se assemelha a um favo de mel

Padrao em favo de mel atipico

Ceratindcitos com formatos irregulares

Desarranjo arquitetural

Desestruturacdo do padrdo epidérmico, no qual ndo é
mais possivel observar o favo de mel

Pleomorfismo nuclear e celular

Variagdes dos tamanhos e formatos do ndcleo e da célula

Espongiose Aumento dos espacos intercelulares devido ao acumulo
de fluido entre os ceratindcitos
Exocitose Células inflamatorias de alta refletancia na epiderme

Vasodilatacao

Diametro vascular > 0,005mm

Aumento do nimero de vasos

Mais de 5 vasos por imagem de 0,5x0,5mm

Elastose solar

Rede de colageno de alta refletdncia e espessura em meio
a fibras elasticas de refletdncia moderada

Pérola cornea

Acumulo de ceratina de alta refletancia na derme

Estruturas em ninho na derme

Estruturas arredondadas circundadas por fibrose na derme

Legenda: Ceratose actinica (CA); Carcinoma espinocelular (CEC); Microscopia confocal a laser (MCL); camada
granulosa (CG); camada espinhosa (CE).

Fonte: Peppelman et al. (2015).



36

Assim sendo, estdo representados na Figura 8 os principais critérios para o diagnostico
da CA & MCL. Na camada cornea: hiperceratose, paraceratose e descamacdo. Na camada
espinhosa: disceratose, perda do padréo tipico em favo de mel (gradacao da atipia epidérmica
proposta por Pellacani et al. (2015), representada na Figura 9) e infiltrado inflamatdrio
linfocitario. E na derme: presencga de infiltrado inflamatorio linfocitario (representados em
maior detalne na Figura 10). O critério de alteracdo arquitetural epidérmica com
pleomorfismo celular € o melhor preditor diagnostico (Ulrich et al. 2010). Os critérios

dérmicos de elastose solar e vasodilatacao estdo presentes em apenas 31% dos casos (Ishioka

et al. 2015).

Figura 8 - Pr|nC|pa|s crlterlos para o dlagnostlco da CAaMCL
L ‘.li & ? 5‘ » g

2 b R Sy ™ LV

Legenda: Ceratose actinica (CA); Microscopia confocal a laser (MCL).
(A) Camada cdrnea: superficie hiperceratotica (asterisco vermelho), grandes estruturas de alta
refletdncia que correspondem a descamagdo (quadrado vermelho) e células nucleadas poligonais
correspondentes & paraceratose (setas amarelas); (B) Camada espinhosa: padrdo em favo de mel
atipico caracterizado por células grandes e nucleadas com variadas dimensdes e morfologias (setas
vermelhas) e células inflamatorias (setas amarelas). As conexdes intercelulares sdo irregulares e
espessas (asterisco vermelho); (C) Camada dérmica: presenca de células inflamatérias (setas
amarelas). As papilas dérmicas sdo pouco visiveis ou mal definidas (asterisco amarelo).

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 9 - Grau de atipia epidérmica na camada espinhosa

Legenda: A Microscopia confocal a laser (MCL): (a) Grau 1: leve irregularidade dos ceratindcitos; (b)
Grau 2: perda parcial do contorno dos ceratinocitos; (c) Grau 3: ceratindcitos com diferentes
tamanhos e formas e espessamento do contorno celular (d) Grau 4: maior atipia ceratinocitica e
contorno intercelular brilhante; (e) Grau 5: pleomorfismo intenso com presenca de células em
alvo, células grandes e bizarras com contornos irregulares e nlcleos proeminentes.

Fonte: Pellacani et al. 2015.

Figura 10 - Infiltrado inflamatdrio linfocitario na epiderme e na derme, a
MCL

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL).

Nota: A esquerda (epiderme): células redondas (setas amarelas) e dendriticas (setas
vermelhas) de alta refletancia. A direita (derme): pequenos pontos de alta
refletancia (setas).

Fonte: A autora, 2019.
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A vantagem principal do método é a oportunidade Unica de se obter imagens in vivo
com resolucdo proxima a da microscopia convencional. Imagens em tempo real podem ser
obtidas e avaliadas a beira do leito (Horn et al. 2008). Detalhes arquiteturais e celulares
podem ser examinados sem a necessidade da excisdo e do processamento teciduais,
viabilizando a avaliacdo de um grande nimero de les6es. Esta tecnologia permite a coleta de
informagdes dindmicas que ocorrem no curso da doencga, sem artefatos histoldgicos,
facilitando a avaliacdo celular da resposta terapéutica da CA (Pellacani et al. 2015) e do
campo de cancerizacao (Malvehy et al. 2015).

As limitacGes técnicas da MCL incluem o tempo prolongado para aquisicdo das
imagens correspondentes a grandes areas anatémicas, além da profundidade alcancada de
apenas 0,3mm, equivalente a derme papilar. Nas lesbes hiperceratéticas, as quais sdo mais
suspeitas de malignidade, a MCL apresenta resolucdo e penetracdo reduzidas, com alcance
maximo até a camada espinhosa. Os resultados sdo técnico-dependentes, com
reprodutibilidade variavel entre os investigadores. Diferentes tipos de pele mostram diferentes
indices de refletancia na camada basal, dependendo da quantidade de melanina, variavel com

o fototipo (Fitzpatrick. 1975) e a exposicédo solar (Horn et al. 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a aplicabilidade da microscopia confocal a laser no diagnostico da ceratose

actinica.

2.2 Objetivos especificos

Comparar os resultados aferidos, por critério, na histopatologia e na microscopia
confocal a laser.

Determinar a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo e negativo
de cada critério a microscopia confocal a laser no diagnostico da ceratose actinica.

Comparar os parametros observados através do exame clinico, dermatoscépico,

histopatol6gico e de microscopia confocal a laser.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Este € um estudo analitico, observacional, transversal, de acuracia, realizado em centro
unico (HUPE) e auto comparativo (dois métodos aplicados a mesma lesdo clinica de CA),
para correlacionar os critérios diagnosticos da ceratose actinica a histopatologia e a
microscopia confocal a laser (Hochman et al. 2005).

Foi submetido ao Comité de ética e pesquisa (CEP) do HUPE e aprovado sob o
nimero CAAE 61911116.5.0000.5259 (ANEXO A).

3.2 Casuistica

3.2.1 Pacientes

A selecdo para o estudo consistia de pacientes diagnosticados com lesdes de ceratose
actinica nos antebracos, oriundos do ambulatério de Dermatologia do HUPE-UERJ, no Rio de
Janeiro (RJ), agendados sob livre demanda.

3.2.2 Critérios de inclusdo

a) Pacientes de ambos os sexos, com idade maior ou igual a 18 anos;

b) Pacientes com diagndstico clinico de pelo menos uma leséo de ceratose
actinica localizada nos antebragos;

c) Conhecimento e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), presente no APENDICE A.
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3.2.3 Critérios de exclusao

a) Gestacdo ou lactacéo;

b) Lesbes de CA com suspeita de transformacéo para CEC ou hiperceratose
exuberante (grau Ill);

c) N&o compreensdo do TCLE ou recusa pelo paciente, responsavel ou
familiar em participar do estudo;

d) Tratamento topico para CA no local anatdmico a ser estudado nas doze
semanas anteriores ao estudo;

e) Pacientes portadores de outras doencas cutaneas na area a ser avaliada.

3.3 Financiamento

O projeto nédo foi financiado por fontes externas ou agéncias de fomento e disp0s de
financiamento préprio. Nenhum pesquisador envolvido no projeto recebeu qualquer tipo de

remuneracao para a execucao deste estudo.



42

3.4 Métodos

3.4.1 Avaliacdo epidemioldgica

Todos os pacientes foram submetidos a um questionario (APENDICE B), no qual
foram coletados os dados demograficos e epidemiologicos, a presenca de comorbidades
sistémicas ou cutdneas, o uso de medicamentos e a presenca de alergias. Com relacdo as
ceratoses actinicas, o paciente foi questionado sobre os tratamentos prévios realizados nos
antebracos, incluindo tipo, duracdo e tempo decorrido antes da inclusdo no estudo. Todos 0s
pacientes foram orientados a evitar exposicdo solar direta e a utilizarem protetor solar com

fator de protecdo solar (FPS) maior ou igual a 30 regularmente.

3.4.2 Exame clinico

No exame dermatoldgico, foram examinados os antebracos dos pacientes, buscando-se
a presenca de pequenas placas eritematodescamativas, compativeis com o diagnostico clinico
de CA. Apos a selecdo das lesdes para inclusdo no estudo, as localizagcbes das mesmas foram
indicadas no esquema de topografia cutanea presente no formulario de avaliagdo médica
(APENDICE B), com a respectiva distancia em relagio a proeminéncia radial. Estas lesdes
foram submetidas ao registro fotografico clinico (Iphone 7 12.0 megapixels, EUA), a
avaliacdo através da dermatoscopia (3Gen Dermlite DL3, EUA, aumento de 10x) e a
fotografia da imagem dermatoscopica (3Gen Dermlite DL3 acoplado através de case
adaptador Dermlite 3Gen para Iphone 7).
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3.4.3 Exame de microscopia confocal a laser

A lesdo de CA selecionada foi avaliada in vivo através do exame de microscopia
confocal a laser (Vivascope® 1500, Caliber Imaging and Diagnostics Inc., Rochester, NY,
USA) que se encontra no setor de dermatopatologia do HUPE-UERJ. Oleo foi usado como
interface entre a pele e o anel metalico, enquanto gel de ultrassom, entre este anel e o
dispositivo de MCL. O mapeamento vertical (Z-stack) foi realizado em cada leséo, guiado
pela dermatoscopia (VivaCam Vivascope® 1500, Caliber Imaging and Diagnostics Inc.,
Rochester, NY, USA) e capturou 200 imagens de 5x5 mm, sequenciais de toda epiderme
(camadas cornea, granulosa, espinhosa) e da derme superficial, com cada nova imagem obtida
a profundidade de 1,52 micrdmetros da anterior. A captura das imagens foi iniciada
imediatamente acima da camada cornea. Cada imagem, do total de 5000 imagens, foi
examinada por dois dermatologistas experientes em MCL e os dados obtidos foram
registrados em formulario proprio (APENDICE C). Os critérios avaliados & MCL estdo

listados na Figura 11.

Figura 11 - Critérios avaliados através do mapeamento vertical a MCL

Células inflamatorias
na epiderme

Ausente - O Presente - 1

Grau de atipia na

Ausente - 0 Leve irregularidade dos

espinhosa ceratindcitos - 1
Pleomorfismo intenso com células Ceratindcitos com diferentes
—_ em alvo, células grandes e bizarras _ tamanhos, formas e |
com contorno irregular e ntcleo espessamento do contorno
irregular proeminente - 5 celular - 3

- = -

Ceélulas inflamatodrias

Ausente - 0 Presente - 1
na derme

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL).

Nota: A hiperceratose foi definida por Peppelman et al. (2015), como camada cérnea
com espessura superior a 15 micrémetros. O calculo desta medida é dado por n x
1,52 (espessura de n em micrOmetros). Desta forma, a hiperceratose foi
classificada como presente quando a contagem de cortes (n) a MCL foi superior a
10. O grau de atipia na espinhosa foi classificado segundo a escala de Pellacani et
al. (2015).

Fonte: A autora, 2019.
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3.4.4 Andlise histopatoldgica (AH)

A mesma lesdo avaliada através da MCL foi submetida ao tratamento por shaving,
com bisturi descartavel de l1amina n° 15, no setor de dermatopatologia do HUPE-UERJ. O
tratamento foi precedido por anestesia infiltrativa local com lidocaina 2% injetavel sem
vasoconstritor, através de seringa descartavel associada a agulha Gauge 26 de 13 mm. O
material foi armazenado em formaldeido e as analises histopatoldgicas foram realizados pela
rotina do HUPE-UERJ, na coloragdo H&E, sob responsabilidade do dermatopatologista Prof.
Dr. Juan Maceira (coorientador) e colaboracdo do bidlogo Hélcio F. Frias Junior, cegos
guanto aos resultados obtidos através da MCL. Os mesmos critérios avaliados a MCL (Figura
11) foram utilizados a AH. A avaliacdo do grau de atipia da camada espinhosa neste trabalho
excluiu as gradagdes 2 e 4 relatadas originalmente por Pellacani et al. (2015) pela néo
reprodutibilidade histopatoldgica destas (no referido estudo a classificacdo mais detalhada em
5 graus foi obtida através de software). Os dados encontrados foram preenchidos na ficha de

avaliacdo histopatoldgica presente no APENDICE D.

3.4.5 Anélise estatistica

O célculo do tamanho amostral de 25 lesfes (com colaboracdo do estatistico Prof. José
Francisco Pessanha — UERJ) foi realizado com base na estimativa do valor preditivo positivo
(VPP) da MCL para o diagndéstico da CA obtida na literatura (Horn et al. 2008).

n=Px(l-P) 1)
(P x CV)?

n = Tamanho amostral
P = VPP da MCL para avaliacdo da CA oriundo da literatura (Horn et al. 2008): 80%
CV = Coeficiente de variacédo (Silva. 1998): 10%.

Os testes de hipdteses aplicados na avaliacdo da significancia de mudancas para

estudos onde as amostras sdo pareadas (McNemar e Wilcoxon) foram utilizados para calcular
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a concordancia entre os métodos de MCL e AH. O teste de hipotese é uma maneira de tirar
conclusdes sobre uma populagio a partir de uma amostra. E constituida de uma hipGtese nula
(HO), que indica que a medida da amostra € igual a da populacdo, e uma hipotese alternativa
(H1), a qual indica que ha diferenca entre essas medidas (Pagano e Gauvreau. 2018).
Considerando-se a hipétese formulada de que a MCL € uma técnica util para o diagnéstico
das ceratoses actinicas, tem-se como Ho: ndo héa distingdo significativa entre o resultado da
avaliacdo realizada pela MCL em relacdo aquela da AH. Tem-se, entdo, como Hi: ha
distingdo significativa entre o resultado da avaliacdo realizada pela MCL e pela AH. Através
da validacao dessas hipoteses, espera-se manter — ou descartar — a hipétese original.

O teste de McNemar foi aplicado para as variaveis binérias (hiperceratose,
paraceratose, disceratose, células inflamatérias na epiderme e na derme). Este teste avalia a
significancia de mudancas para estudos onde as amostras sdo pareadas, ou seja, avaliadas em
dois momentos distintos, e os dados sdo classificatérios (Siegel. 1956, Pagano e Gauvreau.
2018). Como os dados para o grau de atipia dos ceratindcitos na camada espinhosa ndo séo
binarios, o teste de McNemar ndo pdde ser empregado. Assim, o teste de Wilcoxon foi uma
alternativa para avaliar as diferencas entre cada par de observacGes, e nao requer que a
distribuicdo normal. Este teste de hipdtese compara a mediana das diferencas para variaveis
ordinais continuas (Pagano e Gauvreau. 2018, Siegel. 1956).

A tabela de contingéncia (Figura 12) foi utilizada para obtencdo dos valores de
sensibilidade e especificidade de cada critério diagnostico da CA a MCL, em relacdo ao
padrdo-ouro AH (Pagano e Gauvreau, 2018, Parikh et al. 2008). A sensibilidade é a
probabilidade do teste MCL indicar o critério diagnostico nos casos em que ele realmente esta
presente. Ja a especificidade é a fracdo daqueles no qual a MCL ndo mostrou a presenca do
critério naqueles em que a AH também revelou sua auséncia. Ambas sdo caracteristicas
inerentes ao teste e ndo influenciadas pela prevaléncia da doenca na populacdo. As equacdes

para seus respectivos calculos estdo representadas a seguir.
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Figura 12 - Tabela de contingéncia

AH
m
MCL
VN + FP FN + VP

Legenda: Verdadeiro negativo (VN); Falso negativo (FN); Falso positivo (FP);
Verdadeiro positivo (VP).
Fonte: A autora, 2019.

Sensibilidade = VP x 100 @)
(VP + FN)

Especificidade = VN x 100 (3)
(VN + FP)

Através da tabela de contingéncia, também foram calculados os dados relativos ao
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN). Estes valores sdo
influenciados pela prevaléncia da doenca na populagdo que esta sendo testada. As equacdes

para seus respectivos calculos estdo representadas abaixo.

VPP= VP x 100 @)
(VP + FP)

VPN = VN x 100 (5)
(VN + FN)

Todos os testes estatisticos consideraram o nivel de significadncia como p<0,05 (5%)
para a rejeicdo ou ndo da hipdtese nula (Pagano e Gauvreau. 2018). O programa Excel

(Microsoft Office® 2010, Microsoft Corporation, EUA) foi utilizado nas anélises estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 Pacientes

A equipe responsavel pelo projeto incluiu 27 lesdes no estudo por apresentarem
diagnostico clinico compativel com ceratose actinica e atenderem aos critérios de incluséo e
exclusdo. Apos cautelosa analise através da MCL e AH, duas lesGes foram excluidas. Uma
devido a colisdo com ceratose seborreica, que configurava um viés para correta correlacdo
entre os métodos diagnosticos complementares. Ja a segunda lesdo foi excluida por apresentar
critérios incipientes para o diagnéstico celular de CA, com auséncia de paraceratose e atipia
pouco significativa dos ceratindcitos da camada espinhosa, sendo melhor definida pelo
diagndstico de CA subclinica ou campo cancerizavel, causados pelo intenso fotodano.

4.2 Aspectos demograficos

Foram coletadas 25 amostras validas de 10 pacientes, sendo 4 do género feminino e 6
do género masculino, com idade variando entre 68 e 86 anos; e média de 76.7 anos. Referente
ao tratamento prévio para CA nos antebragos, com a exce¢do de um paciente, todos tinham
sido submetidos a crioterapia em outras lesGes, com tempo superior a 12 meses antes da
inclusdo neste estudo. Quanto as comorbidades, 3 pacientes ndo apresentavam nenhuma, 4
apresentavam diabetes mellitus, 6 apresentavam hipertensao arterial sisttmica (HAS). Um dos
pacientes apresentava osteoporose, além de HAS e dislipidemia. A distribuicdo dos pacientes
segundo a escala de Fitzpatrick (Fitzpatrick, 1975) encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribui¢do dos pacientes pela classificagdo de Fitzpatrick

Escala I I 1

NuUmero de pacientes 1 7 2
Fonte: A autora, 2019.
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4.3 Aspectos clinicos

De acordo com a classificacdo clinica das CAs, 16 lesdes (64%) foram classificadas
como grau |, enquanto 9 (36%), como grau Il. Nenhuma ceratose actinica de grau Il foi
avaliada neste estudo devido ao fato das lesdes que apresentavam intensa ceratose terem sido
excluidas da pesquisa, pelo possivel viés de existir carcinoma espinocelular subjacente.

Na Figura 13 estdo representadas as imagens clinicas e dermatoscépicas das lesdes
incluidas no projeto. Observa-se desde aquelas mais palpéaveis e pouco visiveis, de dificil
identificacdo na fotografia clinica, porém mais evidentes a dermatoscopia através da
pseudorede vermelha (como vistas nas imagens A, B, E-G, |, J, L, N-P, R, T-V e Z), descritas
como grau I; até aquelas placas eritematodescamativas nitidas tanto a olho nu quanto a
dermatoscopia (fundo vermelho entremeado de aberturas foliculares ceratoticas), ilustradas
nas imagens C, D, H, K, M, Q, S, X e Y (grau II).

A dermatoscopia realizada em todos os pacientes auxiliou na observacao das lesdes
pequenas e incipientes, além de corroborar o diagnéstico das clinicamente mais classicas.
Desta forma, evitou-se a incluséo de outros tipos de lesGes (como carcinomas basocelulares
superficiais, doencas de Bowen, lentigos solares ou ceratoses seborreicas planas), ja que 0s
pacientes avaliados apresentavam intenso fotodano e diversidade de lesdes cutaneas.

A totalidade dos pacientes apresentava outras lesdes de CA nas areas fotoexpostas
(face, couro cabeludo, colo e antebracos) além daquelas abordadas no estudo. Todas foram
adequadamente tratadas, através de tratamentos direcionados ao campo de cancerizagao, a
lesdo ou através da associacdo de ambos, de acordo com a avaliacdo médica.

N&o foram observadas reacOes adversas ao exame de MCL ou a terapéutica por

shaving, com bons resultados clinicos ao acompanhamento.
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Figura 13 - Fotografias clinicas (a esquerda) e dermatoscopicas (a direita) das 25 lesGes de

Fonte: A autora, 2019.
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4.4 Aspectos a microscopia confocal a laser

Devido a existéncia de seis critérios para diagndstico (hiperceratose, paraceratose,
disceratose, celulas inflamatdrias na epiderme, grau de atipia na camada espinhosa e células
inflamatdrias na derme), descritos na figura 11, foram testadas seis hipoteses diferentes,
avaliando-se as Ho e Hi para cada critério e consequentemente sua aplicabilidade para o
diagnédstico da CA através da MCL, como mostrado nas Tabelas 2 e 3. Os critérios estdo
exemplificados na figura 14.

Tabela 2 - P-valor correspondente a cada critério diagnodstico obtido pelo Teste de
McNemar, aplicado para as varidveis binarias

Critério p-valor
Células inflamatorias (Epiderme) 1.000000
Disceratose 0.617075
Paraceratose 0.449690
Hiperceratose 0.248213
Células inflamatorias (Derme) 0.013328*

Nota: O asterisco (*) indica diferenca estatistica significante entre Microscopia confocal a laser (MCL) e
analise histopatoldgica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

Avaliando-se os p-valores da Tabela 2, podemos concluir que ndo ha diferenca
significante entre a MCL e a AH para 0s quatro primeiros parametros. Embora a analise dos
Gréaficos 1 a 5 e das tabelas de contingéncia (Tabelas 4 a 8) mostre que alguns elementos
foram avaliados como ausentes na MCL, mas encontram-se presentes apos a AH,
estatisticamente esta diferenca néo é significante.

Para a presenca de células inflamatdrias na derme, o p-valor encontra-se abaixo do
nivel de 5%. Portanto, rejeita-se a hipotese nula e conclui-se que o equipamento de MCL néao

realizou uma andlise adequada deste critério.
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Tabela 3 - P-valor obtido pelo Teste de Wilcoxon aplicado ao critério continuo
Critério p-valor

Grau de Atipia 0.145032
Fonte: A autora, 2019.

Como o p-valor € maior que 0.05, ndo ha indicios para rejeitar a hipotese nula. Assim,
0 equipamento de MCL é capaz de detectar corretamente a atipia dos ceratindcitos na camada
espinhosa nas lesdes de CA.

Desta forma, para 5 dos 6 critérios, os resultados foram positivos, ou seja, a MCL se
mostrou apropriada para realizar suas mensuracdes. Existiu apenas um critério no qual a
hipdtese ndo foi satisfeita. A MCL ndo apresentou capacidade para realizar a avaliacdo das
células inflamatdrias na derme de maneira satisfatéria, o que pode levar uma avaliacdo

errdnea deste critério.
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Flgura 14 Concordanma entre os critérios diagndsticos a MCL e a AH

4 .,13 (\ .v{\\.\ :

: '. o o?n”"f S:

Legenda: Mlcroscopla confocal a Iaser (MCL) anallse histopatolégica (AH).
Fotografias da MCL (esquerda) e da AH (direita) com imagens representativas de cada critério
avaliado neste estudo. (A) Hiperceratose: setas indicam a camada cornea com alta refletancia; (B)
Paraceratose: setas mostram nicleos arredondados na camada cornea; (C) Disceratose: setas apontam
as células redondas e nucleadas na camada espinhosa. Asterisco indica elastose solar na derme; (D)
Infiltrado inflamatdrio epidérmico: células redondas (setas amarelas) e dendriticas (seta vermelha);
(E) Atipia de grau 1 na camada espinhosa: quadrado delimita area que exibe leve irregularidade dos
ceratindcitos; (F) Atipia de grau 3 na camada espinhosa: asterisco mostra regido com ceratindcitos de
contornos celulares espessados; (G) Atipia de grau 5 na camada espinhosa: célula em alvo
evidenciada por seta amarela e setas vermelhas indicando intenso pleomorfismo; (H) Infiltrado
inflamatorio dérmico: linfécitos redondos indicados por setas vermelhas.

Fonte: A autora, 2019.



4.4.1 Hiperceratose
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A contagem das camadas componentes da cérnea (n) foi de em média de 26,6, com

minimo de 5 e maximo de 30.

Para a avaliacdo da presenca ou auséncia de camada cOrnea com espessura superior a

15 micrémetros (equivalente a n igual ou maior a 10) a MCL, em relacdo a AH, foram

encontrados os valores de sensibilidade igual a 87,5%, especificidade igual a 100%, VPP

igual a 100% e VPN igual a 25%. Conclui-se que, para a amostra estudada, foi possivel obter

um excelente desempenho para identificacdo da condicdo (VPP=100%), sendo o critério

afastado e identificado corretamente em 100% e 87,5% dos casos, respectivamente. O Grafico

1 e a Tabela 4 mostram maiores detalhes dos resultados obtidos.

25

204

Namero de lesdes

]

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Analise histopatologica (AH).

Gréfico 1 - NUmero de casos com auséncia e presenca de
hiperceratose a MCL e a AH

Critério avaliado: Hiperceratose

MCL

AH

Ausente

Fonte: A autora, 2019.

Presente

Ausente
Indicador

Presente
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Tabela 4 - Contingéncia para hiperceratose

AH
Hiperceratose Ausente Presente
Ausente 1 3 4
MCL
Presente 0 21 21
1 24 25

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Analise histopatolégica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

4.4.2 Paraceratose

Nota-se que para a avaliagdo da presenca ou auséncia de células nucleadas na camada
cornea @ MCL, em relagdo a AH, foram encontrados os valores de sensibilidade igual a 90%,
especificidade igual a 0%, VPP igual a 78,26% e VPN igual a 0%. Assim sendo, conclui-se
que, para a amostra estudada, foi possivel obter um bom desempenho para identificacdo da
condicdo (VPP=78,26%), mas nao foi possivel avaliar sua auséncia (VPN=0%), e o critério
foi identificado corretamente em 90% dos casos. O Grafico 2 e a Tabela 5 detalham os

resultados encontrados.
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Grafico 2 - Numero de casos com auséncia e presenca de
paraceratose a MCL e a AH

Criterio avaliado: Paraceratose
MCL A

20

Nimero de lesdes

]

0+ _

Ausente Presente Ausente Presente
Indicador

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatolégica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 5 - Contingéncia para paraceratose

AH
Paraceratose Ausente Presente
Ausente 0 2 2
MCL
Presente 5 18 23
5 20 25

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

4.4 .3 Disceratose

Nota-se que para a avaliagdo da presenca ou auséncia de células redondas e nucleadas
na camada espinhosa a MCL, em relacdo a AH, foram encontrados os valores de sensibilidade
igual a 85,71%, especificidade igual a 75%, VPP igual a 94,74% e VPN igual a 50%. O

Gréfico 3 e a Tabela 6 detalham os resultados encontrados.
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Grafico 3 - Numero de casos com auséncia e presenca de
disceratose 8 MCL e 8 AH

Criterio avaliado: Disceratose
MCL A

20

Nimero de lesdes

Ausente Presente Ausente Presente
Indicador

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatolégica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 6 - Contingéncia para disceratose

AH
Disceratose Ausente Presente
Ausente 3 3 6
MCL
Presente 1 18 19
4 21 25

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

4.4.4 Células inflamatérias na epiderme

Para a avaliacdo da presenca ou auséncia de linf6citos arredondados ou dendriticos
(células de Langerhans) de alta refletancia na epiderme a MCL, em relagdo a AH, foram
encontrados os valores de sensibilidade igual a 75%, especificidade igual a 20%, VPP igual a
78,95% e VPN igual a 16,67%. O Grafico 4 e a Tabela 7 mostram maiores detalhes dos

resultados obtidos.
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Grafico 4 - Numero de casos com auséncia e presenca de
células inflamatdrias na epiderme, a MCL e a AH

Criterio avaliado: Células Inflamatorias (Epiderme)
MCL A

20 4

10

Nimero de lesdes

Ausente Presente Ausente Presente
Indicador

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatoldgica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 7 - Contingéncia para células inflamatérias na epiderme

AH
Inflamagé&o (Epiderme) Ausente Presente
Ausente 1 5 6
MCL
Presente 4 15 19
5 20 25

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

4.4.5 Células inflamatérias na derme

Para a avaliacdo da presenca ou auséncia de linfocitos arredondados de alta refletancia
na derme a MCL, em relacdo a AH, foram encontrados os valores de sensibilidade igual a
68%, VPP igual a 100% e VPN igual a 0%. A especificidade das células inflamatérias na

derme é indefinida, pois o célculo na tabela resulta em uma divisdo de O por 0. Conclui-se



58

que, para a amostra estudada, ndo foi possivel avaliar a auséncia da condi¢do (VPN=0%),
sendo o critério identificado corretamente em 68% dos casos. O Grafico 5 e a Tabela 8

detalham os resultados encontrados.

Gréfico 5 - NUmero de casos com auséncia e presenca de células
inflamatdrias na derme, a MCL e a AH

Critério avaliado: Ceélulas Inflamatorias (Derme)
MCL AH

254

204

Nimero de lesdes
@

H

Ausente Presente Ausente Presente

Indicador

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 8 - Contingéncia para células inflamatérias na derme

AH
Inflamacao (Derme) Ausente Presente
Ausente 0 8 8
MCL
Presente 0 17 17
0 25 25

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Andlise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.



4.4.6 Grau de atipia dos ceratindcitos da camada espinhosa
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Através da avaliacdo do grau de atipia e do pleomorfismo ceratinocitico na camada

espinhosa, a MCL ndo foram identificadas lesdes de grau 1, que, por sua vez, se mostraram

presentes em trés casos analisados a AH. A maioria das CAs foram classificadas como grau 3

em ambos os meétodos diagnosticos. Ja as lesdes de grau 5 foram mais comumente

classificadas desta maneira a MCL em relacdo a AH. O Grafico 6 mostra os resultados

obtidos de forma mais detalhada.

Gréafico 6 - Numero de casos com atipia dos ceratindcitos da
camada espinhosa, com distribuicdo entre os graus
1,3e5,aMCLeaAH

Critério avaliado: Grau de Atipia
ML ] AH

104

Nimero de lesées

@

0+ .

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Grau

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Anélise histopatologica (AH).
Fonte: A autora, 2019.

4.5 Aspectos histopatoldgicos

A avaliacdo atraves da histopatologia ainda € a forma de microscopia que serve como

base de comparacéo para as demais. Desta forma, foi através dela que se optou por descartar

duas lesbes do estudo. Uma por apresentar colisio com ceratose seborreica e outra por
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mostrar aspectos ainda incipientes de CA (mais adequadamente classificada como CA
subclinica ou campo de cancerizagao).

Segundo a classificacdo histopatologica das CAs em 3 graus (Figura 15), de acordo
com a espessura da atipia epidérmica mensurada a partir da camada basal, 9 lesdes (36%)
foram classificadas como grau I, enquanto 15 (60%), como grau Il e 1 (4%) foi classificada
como grau 1.

A Tabela 9 pareia os resultados encontrados através da analise clinica e da AH,

comparando a concordancia entre estes métodos.

Figura 15 - Gradacao histopatolégica das CAs (Cockerell et al. 2(?05)

(A) Grau I, com acometimento apenas do 1/3 inferior da epiderme; (B) Grau Il, com atipia presente
nos 2/3 inferiores da epiderme; (C) Grau Ill, que apresenta epiderme integralmente afetada pela
atipia ceratinocitica.

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 9 - Comparagdo entre as classificacbes histopatoldgicas e clinico-
dermatoscopicas das lesdes de CA incluidas no estudo

AH Grau | Grau Il Grau Il
9 (36%) 15 (60%) 1 (4%)
Clinica Grau | Grau Il Grau Il
16 (64%) 9 (36%) 0 (0%)

Legenda: Ceratose actinica (CA); Analise histopatoldgica (AH).

Nota: Ha correlacdo adequada em 56% dos casos, enquanto em 44% deles ndo ha correspondéncia
entre os dois tipos de classificacéo.

Fonte: A autora, 2019.
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5 DISCUSSAO

As ceratoses actinicas caracterizam-se por maculas eritematoescamosas ou placas
ceratdticas. S8o concentradas nas areas de maior exposicdo solar (cabeca, pescoco e
extremidades superiores) em pessoas de pele clara (fototipos | a Il de Fitzpatrick).
Semelhante a literatura, nosso estudo mostrou acometimento de pacientes com fototipos
baixos. O fototipo Il foi 0 que apresentou maior nimero de pacientes (70%), seguido pelos 11
(20%) e | (10%), em ordem decrescente. Na nossa casuistica composta pela populacéo
brasileira, tipicamente miscigenada, o fototipo | tem menor expressividade do que na
literatura europeia ou americana. Todos os pacientes foram orientados a evitar exposicao solar
e a utilizar regularmente protetor com fator de protecdo acima de 30.

Os fatores de risco mais relacionados ao surgimento da CA, além da pele clara, séo:
exposicdo solar crénica, idade acima de 40 anos, imunossupressao, género masculino e
exposicao ao arsénico. Sdo acometidos 55% dos homens e 37% das mulheres com idade entre
30 e 70 anos (Richtig et al. 2010). Assim como ocorreu na nossa amostra, composta por 40%
de mulheres e 60% de homens, com idade media de 76.7 anos. Outros fatores de risco menos
comuns, como pacientes transplantados ou portadores de sindromes genéticas com mutacdes
do gene p53 e consequente dano ao reparo do DNA, ndo foram observados, devido aos
critérios de exclusdo impostos pelo desenho do estudo. Quanto as comorbidades, trés
pacientes ndo apresentavam, 4 apresentavam diabetes mellitus, 6 apresentavam HAS. Um dos
pacientes apresentava osteoporose, HAS e dislipidemia.

O manejo da CA engloba educacdo quanto a protecdo solar e a importancia do
autoexame, além da detecgdo e tratamento precoces, evitando-se a possivel progressdo para
CEC (Ferrandiz et al. 2014). Uma vez desenvolvida, a CA pode apresentar trés caminhos
diferentes de evolucdo: regressdo espontanea, persisténcia ou transformacéo para CEC, sendo
que uma lesdo ndo precisa necessariamente seguir os trés graus clinicos (Olsen et al. 1991).
Sabe-se que esta gradacdo clinica é compativel com a histologica em apenas 50% dos casos,
ndo devendo ser usada como preditor (Dirschka et al. 2017). No nosso estudo, foi observada
correlagdo clinico-histologica adequada em 56% dos casos, enquanto em 44% deles néo
houve correspondéncia entre os dois tipos de classificacdo. Através da gradacédo
histopatolégica, 9 lesdes (36%) foram classificadas como grau I, 15 (60%), como grau Il e 1
(4%), como grau I11. Ja na avaliacdo clinica, 16 les6es (64%) foram classificadas como grau |

e 9 (36%) como grau Il. Nenhuma CA de grau Il foi incluida no estudo.
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As caracteristicas das CAs que se associam ao maior risco de progressdo para CEC séo
induracdo, inflamacdo, didmetro superior a 2cm, crescimento rapido, sangramento e
ulceracdo. Outros fatores sdo pigmentacdo, dor, prurido, ceratose acentuada e localizacdo na
cabeca ou no pescoco (Rigel et al. 2013). Desta forma, para ndo termos o possivel viés da
andlise de um CEC ou de uma CA de comportamento mais agressivo, estas caracteristicas
foram tidas como critérios de exclusdo e a Unica localizagdo estudada foi o antebrago.

As avaliagdes histologicas demonstram que 60 a 80% dos CECs surgem a partir de
uma CA, corroborando a estratégia do tratamento precoce (Rigel e Steingold. 2013). A
escolha da melhor opcéo terapéutica depende do nimero, tamanho e localizacdo das lesGes de
CA. Porém, ainda ndo ha consenso na literatura sobre a melhor escolha para o tratamento das
CAs, provavelmente pela dificuldade de seguimento terapéutico ndo invasivo para
comparacdo entre diferentes métodos e protocolos. Costuma-se indicar a associacdo de
tratamentos localmente destrutivos aos tépicos, com o objetivo de reduzir a recorréncia
tumoral. Os tratamentos direcionados a lesdo sdo particularmente Uteis nas CAs isoladas.
Dentre as opcdes terapéuticas estdo a crioterapia, a eletrocirurgia, a biopsia por shave e a
excisdo. Esses procedimentos requerem anestesia local (exceto na crioterapia) e podem
evoluir com cicatrizes ou alteracdes pigmentares. Em geral sdo métodos de rapida execucdo e
com boa eficicia. J& o tratamento direcionado ao campo de cancerizagdo pode promover
periodos de remissdo mais prolongados. E indicado para os pacientes que apresentam
maultiplas lesGes de CA na mesma area anatémica, associadas a sinais de fotodano acentuado.
As opcbes mais utilizadas sdo: terapia fotodinamica, 5-fluoracil, imiquimode, mebutato de
ingenol e diclofenaco (Ferrandiz et al. 2014). Na populacdo estudada, referente ao tratamento
prévio para CAs nos antebracos, com a excecao de um paciente, todos os demais tinham sido
submetidos a crioterapia em outras lesdes, com tempo superior a 12 meses antes da inclusédo
neste estudo. A preferéncia pela utilizacdo desta modalidade terapéutica se deve ao fato de ser
a primeira escolha segundo o consenso europeu de CA, além de rapida e de baixo custo.

Como o diagnostico da CA é primordialmente clinico, a dermatoscopia € um método
semioldgico ndo invasivo que auxilia nesta avaliagdo, por permitir o reconhecimento de
estruturas morfoldgicas que ndo sdo observadas a olho nu e o acompanhamento da lesdo ao
longo do tempo. O treinamento na interpretacdo dos critérios dermatoscopicos e sua
correlagdo com os aspectos clinicos e histopatologicos, é fundamental para aumentar a
eficiéncia diagndstica. A dermatoscopia tambem é util na diferenciacdo da gradacéo entre I,
I, Il e do CEC, o qual apresenta diferentes padrdes vasculares (vasos puntiformes,

glomerulares, em grampo ou lineares), massa central de ceratina, ulceracdo e areas amorfas
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brancacentas (Zalaudek et al. 2014). A realizagdo deste exame em todos os pacientes do
estudo proporcionou uma melhor observacdo das lesdes pequenas e incipientes, além de
corroborar o diagnéstico das clinicamente mais classicas. Evitou-se também a incluséo de
outros tipos de lesdes (que poderiam ser diagnosticos diferenciais das CAS), ja que 0s
pacientes avaliados apresentavam ampla diversidade de lesdes cutaneas decorrentes do
intenso fotodano.

A indicacdo da AH é reservada aos casos duvidosos (Ulrich et al. 2010), suspeitos de
CEC ou ndo responsivos ao tratamento convencional (Stockfleth et al. 2011). O diagnéstico
clinico apresenta VPP de 74% quando comparado a AH (Venna et al. 2005), com relatos na
literatura de subdiagndstico de lesdes de CEC, erroneamente classificadas através da
avaliacdo clinica isolada como CAs (Aghassi et al. 2000, Venna et al. 2005). A vantagem da
histopatologia é a possibilidade da avaliacdo com resolucéo celular.

A MCL configura mais um método de imagem n&o invasivo que vem sendo estudado
para aprimorar a avaliagdo da CA e do campo de cancerizagdo (Pellacani et al. 2015,
Peppelman et al. 2015, Ulrich et al. 2010). Apresenta a vantagem de ser um método de
imagem ndo invasivo aliado a resolucao celular, caracteristicas que possibilitam a observacéo
dos detalhes arquiteturais e celulares, in vivo, em tempo real, com resolugdo equivalente a da
microscopia convencional, porém sem artefatos histologicos. Lista-se a seguir 0s principais
critérios diagnosticos descritos na literatura. Na camada cdrnea: hiperceratose, paraceratose e
descamacdo. Na camada espinhosa: disceratose, perda do padrdo em favo de mel tipico e
infiltrado inflamatdrio linfocitario. E na derme: presenca de infiltrado inflamatério
linfocitario, em meio a papilas dérmicas pouco definidas (Peppelman et al. 2015). Elastose
solar e vasodilatacdo estdo presentes em apenas 31% dos casos (Ishioka et al. 2015). Os
critérios mais relevantes para distincdo entre a CA e o CEC sdo o desarranjo arquitetural na
camada granulosa e a presenca de ninhos tumorais dérmicos encontrados exclusivamente no
CEC (Peppelman et al. 2015). A maioria dos estudos ndo compara os critérios a AH
(amplamente reconhecida como eficiente neste diagndstico) e os classifica apenas em
presentes ou ausentes, de forma descritiva e ndo padronizada, ndo possibilitando a
determinacdo da gravidade ou a diferenciacdo da resposta terapéutica em parcial ou total.
Desta forma, selecionamos os 6 principais critérios citados na avaliagdo da CA a MCL
(hiperceratose, paraceratose, disceratose, atipia dos ceratindcitos da CE, inflamacao
epidérmica e dérmica) e os analisamos em conjunto com a histopatologia.

Considerando-se a hipotese formulada de que a MCL é uma técnica util para o

diagnostico das ceratoses actinicas, tem-se como hipdtese nula: ndo ha distingéo significativa
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entre o resultado da avaliagdo realizada pela MCL em relagdo aquela da AH. Atraves dos p-
valores calculados pelos testes de McNemar (aplicado as varidveis binarias) e Wilcoxon
(variaveis continuas), conclui-se que ndo ha diferenca significante entre a MCL e a AH para 5
dos 6 parametros analisados. Os critérios que se mostraram estatisticamente relevantes foram:
paraceratose (p-valor 0.449690), hiperceratose (p-valor 0.248213), disceratose (p-valor
0.617075), atipia dos ceratinocitos da camada espinhosa (p-valor 0.145032) e inflamacéo na
epiderme (p-valor 1.000000). A presenca de ceélulas inflamatdrias na derme (p-valor
0.013328) ndo revelou p-valor acima de 5%, necessario para afastar validacdo diferente da
AH. Tem-se, entdo, a hipotese alternativa, na qual ha distin¢do significativa entre o resultado
da avaliacdo realizada pela MCL e pela AH. Ndo foram observadas reacdes adversas ao
exame de MCL ou a terapéutica atraves do shaving, com bons resultados clinicos ao
acompanhamento.

Diferente da histopatologia, a MCL limita-se a uma profundidade de até 0,3mm
(equivalente a derme papilar), porém nédo configura um fator limitante no caso da CA, por esta
ser uma afeccdo restrita a epiderme. Nas lesdes mais ceratéticas, a MCL apresenta resolucéo e
penetracdo reduzidas, alcancando apenas até a camada espinhosa, sendo este 0 motivo deste
estudo enquadrar estas lesdes mais espessas como critério de exclusdo. Assim, as dificuldades
técnicas encontradas incluem o alto custo do equipamento de MCL (previamente disponivel
no setor de Dermatopatologia do HUPE-UERJ), o tempo prolongado para aquisicdo das
imagens (30 a 40 minutos para cada lesdo), além do método ser técnico dependente, 0 que
requer treinamento dos seus avaliadores e pode repercutir em reprodutibilidade variavel. Para
minimizar este fator, a mestranda realizou treinamento no setor de MCL da Universidade de
Modena e Reggio Emilia (UNIMORE), na lItalia, sob orientacdo do Prof. Dr. Giovanni
Pellacani, referéncia neste promissor exame. O Prof Pellacani também forneceu assisténcia
remota ao trabalho. A Dra. Nathalie De Carvalho, estudiosa do assunto e doutoranda em MCL
na UNIMORE, realizou a validagdo da analise das imagens de MCL em conjunto com a
mestranda.

Como continuagdo deste trabalho e baseado nos artigos j& publicados, os autores
sugerem como perspectivas para futuros estudos a utilizacdo de uma amostra com maior
tamanho e a avaliacdo de lesdes de CA com localizacdes diferentes do antebrago. E sugerida
também a utilizacdo da abordagem padronizada através MCL demonstrada neste trabalho para
estudos comparativos entre diferentes opcGes terapéuticas para as lesdes de CA. Nao ha um
protocolo de tratamento bem estabelecido para as CAs e lesdes subclinicas, provavelmente

por estes estudos ndo se mostrarem possiveis através da avaliacdo histopatologica invasiva.
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Sugere-se novos trabalhos com avaliagdo de diferentes tipos de lesdes cutaneas (tumorais e
inflamatorias), com o intuito de diversificar a indicacdo da MCL para além das lesdes

melanociticas, area mais amplamente estudada.
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CONCLUSAO

Diferente da maioria dos artigos encontrados na literatura, que ndo correlaciona a
MCL com a histopatologia (que j& tem sua acuracia e critérios diagnosticos bem
estabelecidos), neste estudo foi corroborada a aplicabilidade da MCL como método
semiologico efetivo para as lesdes de ceratose actinica, com correlagdo consistente a AH.
Outro importante diferencial é a proposta de sistematizacdo desta avaliacdo, através de cinco
critérios com pontuacdo numérica objetiva, que confere melhor reprodutibilidade e
possibilidade de comparacdo evolutiva de uma mesma lesdo. Os critérios indicados sao
hiperceratose (S = 87,5%, E = 100%, VPP = 100% e VPN = 25%), paraceratose (S = 90%, E
= 0%, VPP = 78,26% e VPN = 0%), disceratose (S = 85,71%, E = 75%, VPP = 94,74% e
VPN = 50%), inflamacdo na epiderme (S = 75%, E = 20%, VPP = 78,95% e VPN = 16,67%)
e atipia dos ceratindcitos na camada espinhosa. Esta atipia foi graduada em trés diferentes
niveis, que correspondem a leve, moderada ou acentuada irregularidade ceratinocitica. Esta
gradacdo, em conjunto com a presenca ou auséncia dos demais critérios, permite o
diagndstico das lesdes de CA. A avaliagdo dos linfocitos na derme ndo apresentou
significancia estatistica, apesar de 6timos valores de sensibilidade (68%) e preditivo positivo
(100%).

A aproximacdo entre os diferentes tipos de microscopia (dermatoscopia, histopatologia
e MCL), correlacionadas as manifestacGes clinicas, resulta em grande beneficio na avaliacdo
dos pacientes com multiplas lesdes decorrentes do fotodano cutdneo. Permite o
estabelecimento mais preciso do diagnostico e do tratamento, com reducdo das abordagens

empiricas.
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UERJ
HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO - HUPE
DISCIPLINA DE DERMATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo: Avaliacdo dos critérios diagndsticos da ceratose actinica através da microscopia
confocal a laser
Pesquisadora: Dra. Amanda Nascimento Cavalleiro de Macedo Mota da Silva
Orientadores: Prof. Dr. Carlos Baptista Barcaui e Prof. Dr. Juan Manuel Pifieiro-Maceira

PROPOSTA

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo Avaliacdo dos
critérios diagnosticos da ceratose actinica através da microscopia confocal a laser, por
estar em acompanhamento no ambulatério de Dermatologia para tratamento das lesdes de
pele, chamadas de ceratoses actinicas.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

Sua participacdo no referido estudo serd constituida por uma avaliacdo através do exame
clinico, da microscopia confocal a laser (exame de imagem com duracdo estimada de 30
minutos) e retirada da lesdo de ceratose actinica (area aspera na pele encontrada em pessoas
gue tenham se exposto muito ao sol ao longo da vida), localizada no antebraco.

RISCOS E BENEFICIOS

Dentre os beneficios esperados esta o desaparecimento de parte ou de toda lesdo. E possivel
que ocorra uma pequena cicatriz no local de realizacdo do procedimento.

SIGILO E PRIVACIDADE
Nome ou outro elemento que possa, de qualquer forma, identificar o voluntario, serd mantido

em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados,
bem como a nédo exposicdo dos dados da pesquisa.

Rubrica do participante da pesquisa Rubrica do Pesquisador
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AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como o livre acesso a todas as
informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias antes, durante e
depois a participacdo no estudo. O paciente convidado pode se recusar a participar do estudo
sem precisar justificar, e ndo sofrerd qualquer prejuizo a assisténcia recebida regularmente.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Carlos Barcaui, Juan Maceira e
Amanda Mota, os quais acompanhardo o planejamento e a execucdo da pesquisa de forma
ética, em concordancia com o determinado pelo Comité de Etica em Pesquisa HUPE-UERJ.

Hospital Universitario Pedro Ernesto — Universidade do Estado do Rio de Janeiro — Servigo
de Dermatologia — Av. Vinte e oito de setembro 77 — 2°. Andar — Vila Isabel — Tel.: 28688478

Comité de Etica em Pesquisa — HUPE — UERJ — Av. Vinte e oito de setembro 77 — 3°. Andar
— Vila Isabel — tel.: 28688341/ 28688345 — e-mail: cda.hupe@gmail.com

CONSENTIMENTO

Declaro que li e entendi todas as informacdes presentes neste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informagdes deste termo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei
uma via assinada e datada deste documento e que outra via assinada e datada seré arquivada
pelo pesquisador responsavel pelo estudo. Tendo sido orientado quanto ao teor de tudo aqui
mencionado e compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu
livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha participagéo.

Rio de Janeiro, de de

Nome do voluntario (letra de
forma):

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador
USO DE IMAGEM

Autorizo o uso de minha imagem para fins da pesquisa, sendo seu uso restrito a fotografias.

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador



APENDICE B - Formuléario de avaliacdo médica

Formulério de avaliacdo médica

Nome:

Identidade: Orgéo emissor: CPF:

E-mail: Telefone: ()

Sexo: (M) (F) Data de nascimento: _ / [/ Idade:

Fototipo de Fitzpatrick: (I) (1) (111) (1V) (V) (VI)
Medicacdes:

Gestante ou lactente: (S) (N)

Alergias: (S) (N). Quais:

Tratamento prévio para CA nos antebracos: (S) (N). Qual?
Término ha quanto tempo (em semanas):

Assinatura do TCLE: (S) (N). Data: _ / [/
Observacgoes:
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APENDICE C - Formulario de avaliacdo a microscopia confocal a laser

Formulario de avaliagdo a MCL
Data: [/ [/
Identificacdo do exame:
Observagoes:

Pontuacao total:

CAMADA CORNEA:
e Espessura = Numero de camadas na cornea: x 1,52 = micrémetros

e Hiperceratose: 0 — Ausente (_) 1 — Presente; se n >10 (_ )

e Paraceratose: 0 — Ausente (__) 1 —Presente (_)

CAMADAS GRANULOSA E ESPINHOSA:
e Disceratose: 0 — Ausente (__ ) 1—Presente (_)

e Células inflamatdrias na epiderme: 0— Ausente (_) 1 —Presente (_ )

e Grau de atipia na camada espinhosa:

0— Ausente (_ )

1 — Leve irregularidade dos ceratinécitos ()

3 — Ceratindcitos de diferentes tamanhos e formas, com espessamento do contorno

celular ()

5 — Pleomorfismo intenso com células em alvo, células grandes e bizarras com
contorno irregular e ndcleo irregular proeminente ()

DERME:
e Células inflamatorias na derme: 0— Ausente (_) 1—Presente (_)



APENDICE D - Formulério de avaliago histopatologica

Formulério de avaliacédo histopatoldgica
Data: [/ _/

Identificacﬁ) do exame:
Observagoes:

Pontuacao total:

CAMADA CORNEA:
e Hiperceratose: 0 — Ausente (__) 1- Presente (_ )

e Paraceratose: 0 — Ausente (__) 1 —Presente ( )

CAMADAS GRANULOSA E ESPINHOSA:
e Disceratose: 0 — Ausente (__) 1—Presente (_)

e Células inflamatdrias na epiderme: 0— Ausente (_) 1 —Presente (_ )

e Grau de atipia na camada espinhosa:

0— Ausente (_ )

1 — Leve irregularidade dos ceratinocitos ()

3 — Ceratindcitos de diferentes tamanhos e formas, com espessamento do contorno

celular ()

5 — Pleomorfismo intenso com células em alvo, células grandes e bizarras com
contorno irregular e ndcleo irregular proeminente ()

0— Ausente (_ )

1 — Atipia no 1/3 inferior da epiderme (_ )

2 — Atipia nos 2/3 inferiores da epiderme (_ )

3 — Atipia em toda extensdo da epiderme (_ )

DERME:
e Células inflamatorias na derme: 0— Ausente (_ ) 1—Presente (_)

OUTROS CRITERIOS DIAGNOSTICOS; OBSERVACOES:
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Background: The disgnosis of actinic kemtosis (AK] is besed on dinical svalustion and
confirmed by histopatholomical arabysis (HA). The challenge is to establish the comedt
ciagnosis with 8 minimally invasive assecsment.

Ohjechves: The aim of this stedy is to walidst= the anakysis of 4K by reflectanos
confiocal micoscopy (RO & ocellulsr resolution, nor-inesie imaging method and o
determine the relevant parameters for degnoss, compared to HA, by caloulsting the
senaithvity |5), spedficty (EL positive predictive walue (FFY] 2nd negative predictive
wnlue (NPY] Of each criterion

Meothods: Through clinical examinstion, 25 AKs wers selected for dermoscopy and
RO evalustion follosed by sheving exdsan for HA Satistical snalysis was done oy
hrjpothesic tests |Mciemar for bimery and Wilkcoxon for conbinuous variables].

Aesutts There was no signifi;nt differenos behween RCA and HA for 3 of the &
perameters analyzed. The oiteria that were statistoslly neleveant wers: pamkeratoss
{o-vmiue 0.445630; 5 50%; PPV 78.26%), hyperkerstosis [p-value 0.248243; 5 B7.9%; E
1n0%e; FPY 100%; NPV 23%|, dyskemtoss (pomiue DELTDTY; 5 23.71%:; E T30 PPV
5. 7a%; NPV 30%), spinoas Eyer Eerabinooybe abypia dassified ac mild, modersts or
seyens [pvailes 0.143032) and inflammation in epidermis |p-saiue 1 000000; 5 73%; E
20%; PPV 78.59%; NPV 16.67%]. ROM could not adsquet=ly messure inflammatian in
giermiz | pmlue 0.013328), despite zood sensitivity (68%) and PFY |100%).

Conciusion: ROM proved to b= an effective method for the disgnosis of AK,

contributing to the seiection of the most appropriste treskment option,
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Actinic keratosis (AE] is o diosac= of wide public health relevance and
presents an increasing incidenos (Spenoer =t &L, 2003). It is charsceized by mutipls
erythemetous and kematobic plaques, which t=nd to beoome progresseely thicker. They
are typically concentrabed in sun-swpossd sress [B0% on head, neck snd upper
metremities) of light-skinned people. Dermatological diaznosis s bassd om visual
inspection and essnbuslly confirmed by histopathologioal analysis (HA]. While visusl
inspaction may fail o detedt sarty chenges, repeated immsive histologiol aneiysis of
larEe aress with actinic damase are impractcsl The challenge is to esteblish the
ocomect disgnosis with minimal invesive assessment. This, DM NORiRESie
techniques, nsch as dermosoopy and reflectance confoml mioosoopy (RO are Deaing
studied o incremse the accurscy of in vivo diagnosis (Fametani =t al., 20403). ROM is an
imaging method that allows the obsermtion of ardwtecheal and cellular details, with
r0 need for exdsion and tissus processng. allowing 8 good acosacy evelustion of
rresyy lesicns. RCM alicws the analyss of skin cells in their physiclogiol state without
retraction genersbed by fisstion and proosssing through the histopstheologicsl
techmnique. Early changes in epidermal morphology and celiular abypia may be mssessed
be=fore becoming clinically desr. This technology assisks in disgrosis and thempewtic
mionitring, unlike histopathology, which does not allow such cynamic sweluetion
Theerefone, the aim of this Sudy is o evaluats the validity of RO for the dagnosis of
AK identifying the main parsmetsrs.
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Makerials snd methods

Studly designc This is an anaktiml, obssretionsl, ooss-sectional, single-
oervber |UERI) and sef-compemtive socosmacy study to cormeiake the disgmostic oritena
for &K oy H& and RCM (Hoohman ek sl, 2005). The research was suomitted to the
Fosserch Ethics Committes of Pedro Emesto University Hospital and aporoved under
th numiber CAAE 519111165, 0000. 3255,

Petienks: Potients disgnosed with AX in foresrmis, coming from UERI
Dermatology Carpatient Cimic in Rio de Janeiro (R, scheduled on demanid

Indusion oriteria: a| Fatients of both genders, agsd ower 15 years; b] Potients
with a diniml disgpnosis of st least one AK kesion in the foresrms; ©) Knowbsdze and
signature of the Informed Consent Form.

Enchesion (riteriac &) Pregrancy or lacetion; b Lesions suspecied of
transformation imto SOC or shibiting sxubersnt hyperkerabosis; ] Mon-nderstanding
of informisd consent or nefusal by petient or family member to tmke part; d} Topical
treatrment for AK on the foresnms 12 weeks or fesser prior to the shady; =] Other skin
ciseazes in the srea to be evaluted,

Risks: ROM is nonirsvmsive and ranely poses a risk. However, the ssmmined
ares must be shaved, And S0me SCAMTINE iy DOCUT.

Epideminiogiol emiuation: All petents urderwent & guestionneine which
ooliect=d demnographic and epide=miological datn, presencs of SyStemic or cutEneous
comorbiities, allerges, and u== of medications. Petients were asked about previous
treatrments for AK (bype, durstion, snd time elapsed before shedy inclusion]. Al
petients were orissbed to use Sansoresn and to s SN Sdposuns.

Clinical examingtion: Small erythemretous plaguess, consiskent with AK, were
sunmitted to diniml photography (iphone 7 120 megapicel, USA] dermoscopic
evekption [3Gem Dermite L3, USA, i0x magnificastion] and dermoscopic imsge
phobozraphy [35=n Dermilite D3 sdapted for iphors 7).

RCM examination: The ssleched &Es wers svaluated in vivo by ROM
(Wivascope™ 1500, Caliber Imaging snd Dingnostics Inc., Rodhester, NY, USA) We used
oil 25 &n inkerface betaeen the skin and the metal Ang, while wtmsound o=l was

90

Parge & of 20



Paga 0 of 20

L R S ]

P S R AR R R Rl e R R R R e Ry

applied befwssn this ring and the RCM cevice. Vertical mspping (Z-stack] was
perfiorned, puided by dermoscopy (ViveCam Vivascope™ 1500, Caliber Imeging and
Disgnostics Inc., Rochester, NY, USA| ard 200 s=quertal 343 men images of epidermis
wiere captured (hiormyy, granubsr — G, and spinous leyers) and superfical dermis. Esch
re=y iminDe was obtmined At & depth of 1.32 micrometars from the previous one We
started image mapture immedately aboye the homy ysr. Esch image, out of 3000,
WIRS =WAMmined by tan demratndogists with Eopearienoe in RCR.

Histopstholamical anelysis (HA]: The same AK svaluated by ROM was sedsed
by shaving, preceded oy infifrative enesthesis | 2% Edomine], though & 13 mm Sauge
26 nesdie. The materil was stored in Tormaidehyces and stained in hematooyin &
eiein [HEE] The same criteris evaketed by ROM wens ussd for HA [Figures 1 and 2],

Statistical snalysis: Considenng that RCM is & usehsl technique for K
diagnosis, the mull Bypothesis [HE) s there is no significant distinction betaeen
evahmtion performed by ROM in relstion to thet of HA Then the albsmabive
kypothesiz (H1) is: there is & Sgnificant distinction between the outcome of the
assesmmeEnt caried out by RO and HA. Mchemar tast was aoplisd Tor birary vanzbies
(hyperieratocs, puakerstoss, oyskerstosis, infiammatory cs=ls in epidermis and
dermis]. Wikiooon tesh does not require the normal distribution and was ws=d o
eyt keratinocyte stypis, & continuous warisblke. The corkingency taols was used b
oiotmin sensitivity (3] spedficty (E], positive [FPV]) and nezative: predictive vaise | NPV
of msch oriberion for A compering RCM with HA_ A1l statistical bests considersd the
significance level as p o003 (3% for rejecting or not the null iypothesis [Fageno st ail,
20dE]. Ewcel (Miorosoft Office™ 2010, Micosoft Corporstion, USA) was used for
shntistionl anakysis.
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Fotiewts: 27 dinical AK lesions met thes inclzmon citenn. After comeful HA, we
axciudan 2 l=sions. Ore due to & oollision with seborrheiic kergtoss. The sepond was

encluded becmuse it had indpient oritera for AK disgnosis (absence of pamkeratoss
and low-grade stypis in the spinous lyer).

Devmographic aspacts: 23 walid samples were collected from 40 patients, 20%
female and 5% male, with sg=s ranging fromi 68 o BE years; and an sverape of 76.7
years. Ramarding prewious trestmient for AK in forearms, sxcept for L patisnt, sl kad

b= submitt=d to oryotherapy fior other kesions over 12 moniths before indusion in
thie shudy. Regarding comorbidities, 3 patients had nors, 4 had Sabetes maiihs, and &

had hyperiension. Ome patient had ost=oporosis, hypsrtensiom and dyslipidemia
Aroording to Fizpatrick siin type scale [Fitzostrick TE, 1973) the distribution of
peakients is L type I, 7 types Il and 2 typ= 1L

dinical aspects: Acoording to cimicel cisssification, 15 lesions [64%] wers
claszified ms Erade | |more palpabie than visible]. 9 |36%] as grade || (ooth visible and
paipabiz]). Mo grade |l AK (thick snd kemtotic] wes evalusted |exchusion oiteria).
Figure 3 showss dinical and dermosoopic imeges. &1 patients had other SKs inosum

exposed aress (face, solp, neck snd forssrms] and &l were sdequately tresked. Hio

adverss reactions to ACM examination or shewing s osion were phseresd.

Aspacts of RCM: 5ix different hypotheses were assessed, testing HO and Hi for
each criterion (table 1]. Thers was no Sgnificant difference behween RCM and HA for 3
of the & tested pmmeters. For evaluation of inflammetory cells in the dermis, prvalos
is below 5%, therefone, ROM did rot perform en sdequate aralysis.

Myperkerotosis: Fresence or absence of homy layer thickpes:s mrester tham 19
micrometers (me10]. The measuremsesnt of the hormy layers (n) swsaged 256, with &
miremum o 3 and & meximum of 30 yers, 5 = 27.5%, E = 100%, PRV = 1000 and NPV
=I3%.

Parakerstess: Fresence of nudested cels in the homy layer. 5 = 30%, E = 0%, FFV =
72.265% mnd NFY = 0%
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Dysiergtose: Presence of round rauclested ozls in the spinows ayer. 5= 2571% E =
7%, PP = 54.74% mnd HFY = 30%.

inflormmetory ceils in epidermis; Fresence of rounded or dendritic rmohocgtes of kigh
refieciance in epidermis. 5= 7%, E= 20%, PPV = 7B.97% and NPV = 16.67%.

inflormmetory Ccefis in denmis: Fresence of high reflsciance rounded lymphooytes in
dermis. 5 = 52%, PPV = 100% and NPV = 0%, The spedficty is undefined becnuse the
caloulation results in & division of @ by 0.

kerotinocyte afypia: No grade 1 (mild bematinocyte imegularity] lesans were identified,
and 3 cmses [12%] were det=rmined by HA Most AK weres clssfied & gade 3
(keretimooyte of different chapes snd sizes, with thickened cell contowr] in both
methods, being 16 cases (64%) through ROM and 13 (60%) through HA. Grade 3
(sosence of typical koneycomio pathesm, imbense pleomorphism, large and eoosntric
tanmet csls with iregulsr ontowr and prominent nudeis] lesions were more
commanly classified in this wey by RCM |5 cases; 368%) compared o HA |7 mses; 22%)

Histopatholagical aspects: According to histopsthologicsl clssifimtion, which
relizs on the extent of stypia in the epidamis measured from basal layer, 5 lesions
(35%) were dassified as grade I, 19 (50%) a5 grade || and 1 |4%] as gade 1.
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DHiscussicn

A,ctimic keratoses are oefined 25 erythematous and smly plgues loceked in Sun
exposed aress of light-skinned people. Similar to itesture, o Sudy showed
invohe=ment of patients of sidn types | 0 and 11l Skn type || presented the langest
rumber of patients (707%], followed By 111 {20%) &nd | [£0%). In cur sample composed
o the typical mied-race Emazlisn populstion, type | is less common then in European
or &merican tersture.

The most relsbed risk faciors are Cwonic SUN SMpOSUNS, BSE Oer & e,
immunosuppression, male ssnder and arsenic expossre. 33% of men and 37% of
women sged betwesn 30 and 70 years are affected (Richiig =t al, 2040). This
difference is atbributed to men's higher occupational risk (Zalsudek ot al, 2044). Cur
sarrple comprised 40% women and 50% men, with an aversge age of 76.7 years. Other
less commean nisk factors, such o5 transplantsd or p33 gone mutstion Eeretic

Synodromess, were not obsereed due bo sedwsion oriteris imposed by shudy desizn

The management of AK inCludes educktion regarding sun prokection and the
importance of s=f-sxamination, a5 wel as earky detection and treatment, swoiding the
possinle progression to SCC Onos developed, &5 on folow 3 different pathweys
SpONtAnEOUs MeETesIicn, perssience o transformation inko SCC, not necessarily
following the dinical scale [Dis=n et al, 1551). & is nown that clinical smsmiration is
consistent with histologioal grading in only 30% of cases and should nok be & predictor
{Dirschilea et al, 2047). In our study, adeguate clinicali-histological comelation was

ooserved in 36% of cases.

Actinic keratosis characterishics associsted with an inoressed risk for S0C
progression are: indurstion, inflsmmation, diameter grester than 2 om, r2pid growth,
bleeding, and uwcsmation. Other factors are pigmentation, pain, fching, marked
keratosis, and location on kead or reck (Rigel et al, 2023). Thus, in order rot o hawe
the possibée bias of inchuding an 50C or an aggressive AK, thess chamcteristics wene
considered a5 sncision criteria and the oniy lombion studied was the fonsarm.

Histobomical evalssbion shows thet 60 to 200% of SCC arise from &sn AK,
cormoborating the early trestment stratemsy [Rigel =t al, 2043 The choics of the best
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thermpeutic option depsnds on namber, size, and lo@tion. However, there is no
consensus in the liersbure about the best choice Tor &K and field nrcenzation
trestrment. The assodation of destnschive msthods with topiol treatments is often
ingicated, miming to reduce tumor reosTence. bnjurg-dirsched trestments s
particulardy wseful in isoisbed AK. Thempeutc opbions include: oryothersmy,
electrosurgery, shave biopsy, and exdsion. These procedures require local anesthesia
(=acept cryotherapy] and may evohe with scarfng or pigmentary changes. These are
EEnerally fask mnd effective methods. On the other hand, trestment dirsched o the
coutansous field anosrization may promote longer remission periods. It is indicated
for patients who Feve mukiple lesions in the same anatomical srea snd signs of
photodemaze. The mast commanly used options are photodynemic theragy, 5-
fluarourscil, imiguimisd cresm, ingenal mebutste, and dickafenac

The populakion we shudied, ewpept for 1 patient, hed been previously submitted
ko oryotherspy in other lesions. This therapsutic modality i usually prefemred Deouss
it is @ Iow-oost fast technigue, oonsidensd the first dvoice trestrrent acoonding to the
Europsan oonsensus | Stacdieth stal, 2011).

#x AE disgnodis is primanily cinicel, dermoscopy is 8 noninvesiae method that
assists in this evalsstion, &= it allows the recognition of morphodogical stischures that
are not obs=rved by naked eye. TrEining in dermoscopic interpretation and comelstion
with clinical and histopathologimal aspects is sxsantial toinorease dingnostic effidency.
The sensitivity and spedficty walues ane 52% and 53%, respectively |Zalsodek =t ail,
20d4). Dermoscopny is alko wsefl in differentisting gades 1, 1, W and 500, which
presents cifferent vastulsr patterns (punciate, zlomerulsr or finesr vessels), cenkral
keratin mass, wicsration snd whitish amorphous aress [Zasudek et sl al, 2044)
Ferfiorming this examination in all patients of this study provided a better observation
of small ard incipient lesions, besides conmoborating the diagnosis of those more
climically classic We awoided the inclusion of other lesions (which could be AK
differential disgnoses] since evslusted patients presented 8 wide diversity of
outaresous photodamapged lesions. HA = indimted for doubthsl cases {Ulrich =t al,
2041Y], SOC suspicion or non-responsve to consentioral treatment |Stockfieth et al,
2041]. The dinimal disgnosis kas PP of 21 to 94% when compared o HA [Venna et al,
2003).
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RM is amothesr nonirvmsive method that has been shudied to improve the
mssesmment of AK [Unich et al., 2010; Pelizceni et al., 2013; Peppeimen et al., 2013).
The: foliaing &re the main disgnostic oiteria desmibed in lierabure. In Romy e
kyperkeratosis, parekerstoss snd detached kerwbnocyte. In the spinous lmyer
dyskerztosis, stypiml honeyomb peitem and inflammatory infitbete. 10 dermis
inflsmmatary infifret= and poorly defined dermal papillss. Solar elastosis and
vasodilstion are present in anly 31% of ses |shioka et al, 2045]. The most relesant
aritena for distinguishing AK from 5CC sre architschurad disruption snd dermal tumar

mests fiound only in SOC |Feppeiman =t al., 2013

Unlib= most siudies, which do not comelgbe ROM with HA (aocurscy and
diagnostic oritena well established), our shudy comoborstes the applicability of ROM ax
an effective method for AX, with a consisient commelstion to HA. Another differential i
systematized evaluation, through 3 oriteris siming mumenol soores, which slloas &
better reprodudbility and the possibility of evolutionary comparizon of the same
lesion. The showed criteria are hyporkerstoss (pmiue 0.245213), parokeratosis (p-
valus [443530), dyskerstosis (p-mlue 0US17073), infammation in epidermis |prvalee
1.000:000], mnd spinows layer kerstinocyte atypis (p-walue 0.143032). This stypia was
graded into 3 different levels, which oomespond to mild, moderab=, or mafked
keratinocyte irregulerity. This pradstion, toether with the presence or aosence of
othier criteris, allows AK disgnosis. The svaluation of inflsmmatory cells in the dermis
{p-vmlue 0UD1332E) by RCM did mot reveal & povmlue soove 3%, necess=ary toonule oat
different walidation of HA_

ROM is Emited to & depih of up to 0.3mm [eguivalsnt to papillary denris), but
this is not & limiting factor for AK, 8 condition restricted to the epidermis. In sxtremely
keratotic kesions, RCM pressnts reduced resolution snd penebration, resching ondy to
5L, o this type of lesion was exchuded from our study. Technical diffiodties induds
high oost of ROM squinpment, prolonged time for imege aoquisition, and training on
exEmining the images.

The aukhors sussest &5 perspectives for fubure studies: use of & Brger sampbe,
evalmtion of different locekions, erdargement of the scoring system, and the use of
this standardized ROM approsch to compans diffsnent trestment options, deveioping &
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therspeutic protocol. There is probably no well-=stablished tresbment proboood Tor AK
becmuze  thess  shadies are not  prectioal theough inemsive  eveluation
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Tables

Table 1 — Pemilus oWTesponding o e=ch dingnostic oitenon obtsined by Mddemer

(first ffee parsmebers] and Wilkouon tests (st parameter)

Criteria prwalse
Inflammatory o=ls |=pdermis) 1 DO0000
Dyskeratosis 0.E17073
Parakerstosis 0.445€50
Hyperkeratosis 0.245243
InflEmmatory o=ls |dermis) oot33zst
Keratimocyt= atypia 0143032
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Legemds

Figure 1 - Hyperiersioss is defined as hormy leyer thidmess greater than 13
miTometers [Peppelman et al, 2015). This messurement is obtmined by o x 132
(thickr=ss of 0 in mioometers]. This, hyprkertoss wes dessified &5 pressnt when
thie ostoff count {n) weas higher than 10 Kerstinooyte stypia is dessified in 3 grades
(Pellacani et &L, 2015). Althowsh, grades 2 [oartisl koss of keratingcyte contour] and 4
{greater atypia and oright intercellular contowr] wens omitbed because of their ko of
reproduscibility in histopthodlosy.

Figure 2 — Reflactance confocsl microsoopy | eft] 2nd hisbopethologics] anabysis (rght):
(&) Hyperkeratosis: arrows show the high refiectance honry layer. (B] Paralkerstnsis
Amows shoe rounded nuds in the homy layer. [C] Dyskerstosis: Arows poink B
round nuckssted ol in the spinows yer. Asterick shows sodar slashosis in dermis. |D)
Epidermal inflammakory infifrete: nourd cells {yelicw amows) and dendritic cells [ned
arrow]. (E] Mild sbypéa in the spinous layer: squars defimits ares that eshibits slight
kemtinocyte irregulsnity. [F) Moderst= stypis in the spinous Byer: the asterisk shovas
ares with thickened celuar oontour kersbinooybes. (5] Seyere sbynis in the spinous
lmyer target cell evidenced by the yellow amow and red arrows showing intense
pleomorphism. (H) Dermal infiarmematory infifkrate: round lymphocytes showed by ned
AFTOWS.

Figure 3 - &, B, E-G, |, ], L B, R, T and Z: Grade | esions [more palpsoks and barely
visible], which are diffiodt to be identified in dinical photography, but more evidant
through dermescopy =5 8 red posudo netwaork. © D0 H, K M, Q. 5, X and Y2 Grede I
Iesions, which ane ciearly ergthematoes plagues, sdhibiting red badkground and
keratotic falliculer openings, through dermiosoogy.

Table 1 - The asterisk shows a statistically signifimnt difference betwesn reflectance
confiocal microsoopy and histoostholosice] analyss.
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