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RESUMO 

 

 

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

diagnósticos da ceratose actínica através da microscopia confocal a laser. 2019.102 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

O diagnóstico da ceratose actínica (CA) é baseado primordialmente no exame clínico e 

eventualmente confirmado pela análise histopatológica (AH), indicada nos casos duvidosos 

ou refratários ao tratamento. O desafio é estabelecer o diagnóstico correto através de uma 

avaliação minimamente invasiva, sendo a concordância clínico-patológica limitada, em 

especial no que tange ao grau de acometimento epidérmico e ao subdiagnóstico de formas 

iniciais de carcinomas espinocelulares (CEC). O objetivo deste estudo é validar a análise da 

CA pela microscopia confocal a laser (MCL), um método de imagem não invasivo, com 

resolução celular e que permite o acompanhamento longitudinal das lesões, o qual viabiliza 

uma avaliação mais detalhada da resposta terapêutica e uma comparação entre diferentes 

opções de tratamento. Para esta validação, visa-se determinar os parâmetros relevantes na 

análise à MCL, comparados à AH, calculando-se a sensibilidade (S), especificidade (E), 

valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) de cada critério encontrado na CA. 

Através do exame clínico, 25 CAs foram selecionadas para dermatoscopia, RCM e excisão 

por shaving para AH. A análise estatística foi realizada por testes de hipóteses (McNemar 

para variáveis binárias e Wilcoxon para a variável contínua). Não houve diferença 

significativa entre MCL e AH para 5 dos 6 parâmetros 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 ceratinócitos da camada espinhosa 

classificada como leve, moderada ou acentuada (p-valor 0,145032) e inflamação na epiderme 

(p-valor 1,000000; S 75%; E 20%; VPP 78,95%; VPN 16,67%). A MCL não conseguiu aferir 

adequadamente a inflamação na derme (p-valor 0,013328), apesar da boa sensibilidade (68%) 

e VPP (100%) obtidos. A MCL mostrou-se um método eficaz para o diagnóstico da CA, com 

resolução celular equiparável à AH, com a vantagem da abordagem não invasiva e livre de 

artefatos histológicos. A validação da classificação da atipia ceratinocítica em 3 graus, aliada 

a presença ou ausência dos demais 4 critérios, configura uma ferramenta promissora para 

futuros estudos que comparem evolutivamente uma mesma lesão de CA, de forma numérica e 

objetiva. 

  

Palavras-chave: Ceratose actínica. Microscopia confocal a laser. Câncer cutâneo. 

 



ABSTRACT 

 

 

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

criteria of actinic keratosis through reflectance confocal microscopy. 2019.102 f. Dissertação 

(Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências 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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INTRODUÇÃO  

 

 

A ceratose actínica (CA) é uma doença de ampla relevância na saúde pública e 

apresenta incidência ascendente (Spencer et al. 2005). Caracteriza-se clinicamente por 

máculas ou placas eritematoescamosas ou hiperceratóticas, com tendência a se tornarem 

progressivamente mais espessas. São tipicamente concentradas nas áreas de maior exposição 

solar, sendo 80% delas localizadas na cabeça, no pescoço e nas extremidades superiores de 

pessoas de pele clara.  

O diagnóstico dermatológico é baseado primordialmente na inspeção visual da 

morfologia clínica e eventualmente confirmado pela análise histopatológica. Enquanto a 

inspeção visual pode ser falha na detecção das alterações subclínicas precoces, repetidas 

análises histológicas invasivas de áreas extensas com dano actínico não são viáveis. O desafio 

é estabelecer o diagnóstico correto com a mínima necessidade da análise invasiva. Desta 

forma, algumas técnicas não invasivas, como a dermatoscopia e a microscopia confocal a 

laser (MCL) estão sendo estudadas para aumentar a acurácia do diagnóstico in vivo (Farnetani 

et al. 2015). 

A MCL é um método de imagem que permite a observação dos detalhes arquiteturais e 

celulares, sem necessidade da excisão e do processamento tecidual, permitindo avaliar um 

grande número de lesões com boa acurácia. A MCL permite a análise das células do tecido 

cutâneo, em seu estado fisiológico, sem a retração gerada pela fixação e pela clivagem 

aplicadas na técnica histopatológica. As alterações iniciais da morfologia epidérmica e a atipia 

celular podem ser avaliadas antes de se tornarem clinicamente aparentes. Esta tecnologia 

auxilia no diagnóstico e na monitorização terapêutica ao longo do tempo, diferente da 

histopatologia, que não permite esse acompanhamento longitudinal. A maioria dos estudos 

encontrados na literatura atual apenas classifica os critérios diagnósticos da CA em presentes 

ou ausentes, não possibilitando a determinação da gravidade ou a diferenciação da resposta 

terapêutica em parcial ou total. 

Assim sendo, pretende-se neste estudo avaliar a validade da MCL para o diagnóstico 

da CA e identificar os principais parâmetros a serem analisados neste exame promissor, em 

comparação à histopatologia, tradicionalmente utilizada para o diagnóstico microscópico. Os 

critérios observados à MCL serão graduados numericamente para possibilitar uma 

comparação objetiva da mesma lesão após o tratamento, de forma dinâmica e não invasiva. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

1.1 Ceratoses actínicas 

 

 

1.1.1 Epidemiologia e etiologia 

 

 

A ceratose actínica (CA) apresenta prevalência ascendente (Spencer et al. 2005) 

devido à 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 à formação da CA são exposição solar crônica 

(laboral ou recreacional), gênero masculino, pele clara (fototipos I, II e III segundo descrição 

por Fitzpatrick (1975), idade acima de 40 anos, imunossupressão crônica e exposição ao 

arsênico. Pacientes que foram submetidos à transplante de órgãos, 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 é a radiação não ionizante, principalmente a radiação ultravioleta 

(UV). A radiação UV pode ser dividida de acordo com o comprimento de onda em que se 

encontra, como UV-A (315-400 nanômetros), UV-B (280-315 nanômetros) e UV-C (100-280 

nanômetros). O stress oxidativo provocado pela UV-A induz mutações do DNA, enquanto a 

UV-B provoca diretamente a formação de dímeros de pirimidina (mais comumente de 

timina), mutações dos ceratinócitos e a formação da CA. A maior parte da UV-C é absorvida 

pela atmosfera. Além da exposição solar crônica, outros fatores são envolvidos, como as 

exposições às fontes artificiais de UV, terapia com psoraleno oral associado à radiação 

ultravioleta, raios X e radioisótopos. Consequentemente, a prevalência da CA é maior nas 

regiões com maior índice de exposição à radiação UV, sendo a maior encontrada na Austrália, 

onde 40 a 60% dos adultos acima de 40 anos são acometidos pela doença.  

A prevalência também é influenciada pelo gênero. São afetados 55% dos homens e 

37% das mulheres com idade entre 30 e 70 anos. Esta diferença é atribuída à maior exposição 

solar laboral dos homens (Richtig et al. 2010).  
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Outros fatores menos comuns associados à maior incidência da CA são síndromes 

genéticas caracterizadas pela dificuldade de reparo do DNA e inflamação cutânea crônica. A 

infecção pelo papiloma vírus humano pode desempenhar um papel de co-carcinógeno, através 

da interação com as proteínas víricas E6 e E7 (Ferrándiz et al. 2014). 

 

 

1.1.2 Mutação do gene p53 

 

  

O gene supressor tumoral p53 é geralmente descrito como o guardião do genoma. Ele 

impede a replicação do DNA e a alteração do ciclo celular em resposta ao dano do DNA, 

através da indução da apoptose das células danificadas. Na presença de comprometimento do 

reparo produzido pelo gene p53, as células com danos acumulam mutações adicionais e 

ocorre proliferação tumoral. A frequência da mutação 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 identificação das 

mutações genéticas na pele fotoexposta com aparência normal fornece a base genética para a 

CA ser classificada como uma doença crônica (Rigel et al. 2013). 

 

 

1.1.3 Aspectos clínicos 

 

 

O quadro clínico das CAs é caracterizado por múltiplas máculas ou placas 

eritematoescamosas ou hiperceratóticas localizadas nas áreas de maior exposição solar. 

Encontram-se 80% delas na cabeça, no pescoço e nas extremidades superiores. A maioria é 

assintomática (Segatto et al. 2013).  

A classificação clínica das CAs as divide em graus I, II e III (Olsen et al. 1991). O 

grau I descreve as lesões mais palpáveis do que visíveis. O grau II, aquelas que são facilmente 

visíveis, assim como palpáveis, enquanto o grau III descreve as lesões mais espessas e 

ceratóticas (Röwert-Huber et al. 2007). Porém, sabe-se que esta gradação clínica é compatível 

com a histopatologia em apenas 50% dos casos, não devendo ser usada como preditor 

(Dirschka et al. 2017). 
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1.1.4 Dermatoscopia 

 

 

O exame dermatoscópico é um método semiológico não invasivo que auxilia na 

avaliação clínica. Permite o reconhecimento de estruturas morfológicas que não são 

observadas a olho nu. O treinamento na interpretação dos critérios dermatoscópicos e sua 

correlação com os aspectos clínicos e histopatológicos é fundamental para aumentar a 

efetividade do diagnóstico das lesões cutâneas (Ferreira et al. 2011). 

O dermatoscópio é um dispositivo de microscopia de epiluminescência com luz 

polarizada, concebido para observar detalhes cutâneos, com ampliação variável entre 10 e 70 

vezes, dependendo do aparelho utilizado. As imagens podem ser obtidas acoplando-se o 

dermatoscópio a uma câmera digital (o que permite uma ampliação maior), ou já adquiridas 

em associação, através de equipamentos digitais (Ferreira et al. 2011). 

À dermatoscopia (Figura 1), a CA de grau I apresenta padrão em pseudorede 

vermelha, com discretas escamas brancas. As lesões de grau II são definidas por fundo 

eritematoso entremeado de aberturas foliculares alargadas, branco-amareladas, ceratóticas e 

parcialmente confluentes, com aparência que se assemelha a um morango (strawberry 

pattern). Já as CAs de grau III podem apresentar duas formas: aberturas foliculares alargadas 

preenchidas por tampões ceratóticos sobre fundo descamativo branco-amarelado ou uma 

aparência amorfa branco-amarelada intensamente ceratótica (Zalaudek et al. 2014). 

 

 

Figura 1 - Correspondência entre os aspectos clínicos e dermatoscópicos dos três graus da CA 

 

Legenda: Ceratose actínica (CA). 

Fonte: A autora, 2019. 
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A sensibilidade e a especificidade do método para as CAs são de 98% e 95%, 

respectivamente. A dermatoscopia também pode ser útil na diferenciação das CAs de graus I, 

II, III e do CEC, que geralmente revela um padrão vascular característico, devido à 

angiogênese tumoral. Pode-se observar diferentes padrões vasculares, como vasos em pontos, 

glomerulares, em grampos ou lineares. Outros critérios fortemente associados ao CEC são as 

áreas brancas e amorfas, massa central de ceratina e ulceração. A mudança dos vasos em 

pontos ou glomerulares para vasos em grampos ou lineares sugere progressão para uma forma 

de CEC mais agressiva (Zalaudek et al. 2014). 

  Kac et al. (2012) observaram as alterações dermatoscópicas decorrentes do tratamento 

da CA com imiquimode, constituídas pela redução dos sinais de ceratinização, representados 

por descamação e tampões córneos. Foi sugerida, então, a dermatoscopia como ferramenta 

útil na avaliação da resposta terapêutica das CAs, de forma mais eficaz do que a avaliação 

clínica isolada. 

 

 

1.1.5 Histopatologia 

 

 

 O diagnóstico da CA é basicamente clínico. Porém, a biopsia é indicada nos casos 

refratários ao tratamento convencional (Stockfleth et al. 2011) ou duvidosos: quando há 

induração, ulceração, sangramento, diâmetro superior a 2 cm ou rápido crescimento (Ulrich et 

al. 2010). É relatado valor preditivo positivo de 74% das lesões de CA à análise clínica, em 

comparação à AH (Venna et al. 2005). Neste estudo, 17 (74%) das 23 lesões com 

características clínicas clássicas de CA (que não seriam rotineiramente submetidas à biopsia) 

foram confirmadas à histopatologia. Das demais 6 lesões, 5 (83%) configuravam CEC à AH, 

concluindo-se provável subdiagnóstico destas neoplasias cutâneas através da avaliação clínica 

exclusiva (Venna et al. 2005). 

As ceratose actínicas são classificadas em 5 subtipos histopatológicos. A hipertrófica é 

descrita como aquela com hiperceratose e acantose proeminentes, que pode formar o corno 

cutâneo. A atrófica é caracterizada pela atrofia da epiderme. A acantolítica é definida pela 

acantólise focal. O subtipo liquenoide apresenta infiltrado inflamatório linfocitário em faixa 

na derme, representado clinicamente pelo eritema presente na lesão. Já a forma pigmentada, 

apresenta aumento de melanina na epiderme (Rappini. 2007).   
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Na histopatologia, a CA é caracterizada pela proliferação intraepidérmica de 

ceratinócitos atípicos (Malvehy et al. 2015). Na camada córnea, observa-se paraceratose, 

hiperceratose e ortoceratose (inclusive no folículo piloso e no acrosiríngeo). Nas camadas 

granulosa e espinhosa há acantose irregular, perda da maturação e da polarização celular e 

pleomorfismo celular e nuclear. Na camada basal, observam-se ceratinócitos atípicos 

despolarizados, pleomorfismo celular e nuclear. Já na derme, há elastose solar, aumento da 

vascularização, vasodilatação e infiltrado inflamatório linfocitário superficial (Ulrich et al. 

2008).   

Como a análise histopatológica não é realizada de forma rotineira, algumas técnicas 

não invasivas estão sendo estudadas para aumentar a acurácia diagnóstica e permitir o 

acompanhamento da resposta terapêutica. Há relatos de adequada correlação 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 correlação de Pearson (grau de correlação entre duas 

variáveis de escala métrica) igual a 0,740 (Pellacani et al. 2015). As classificações através da 

dermatoscopia, MCL e histopatologia têm correspondência com a classificação clínica, como 

é exposto no Quadro 1. 

 



22 

Quadro 1 – Correspondência das classificações dos três graus da CA através da clínica, 

dermatoscopia, MCL e histopatologia 

Graus I II III 

Clínica Mais palpável e 

pouco visível 

Tanto visível quanto 

palpável 

Espessa e ceratótica 

Dermatoscopia Pseudorede 

vermelha 

Fundo vermelho 

com aberturas 

foliculares 

ceratóticas (em 

“morango”) 

Áreas amorfas 

branco-amareladas 

Microscopia 

confocal a laser 

Áreas com padrão 

em favo de mel 

atípico na camada 

espinhosa 

Atipia dos 

ceratinócitos nas 

camadas espinhosa e 

granulosa 

Favo de mel 

desarranjado em toda 

epiderme 

Histopatologia Atipia dos 

ceratinócitos basais 

no terço inferior da 

epiderme 

Atipia dos 

ceratinócitos nos 2/3 

inferiores da 

epiderme, 

hiperceratose, 

ortoceratose 

alternada com 

paraceratose e 

acantose 

Ceratinócitos atípicos 

em toda espessura da 

epiderme, 

paraceratose, 

acantose, 

papilomatose e 

envolvimento das 

estruturas anexiais 

Legenda: Ceratose actínica (CA); Microscopia confocal a laser (MCL). 

Fonte: Adaptado de Richtig et al. (2010) e Zalaudek et al. (2014). 

 

 

1.1.6 Vias de evolução 

 

 

Uma vez desenvolvida, a CA pode apresentar três caminhos diferentes de evolução: 

regressão espontânea, persistência ou transformação para carcinoma espinocelular (CEC), 

como ilustrado na Figura 2. 
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Figura 2 - Vias de evolução da ceratose actínica 

 
Nota: A taxa de regressão espontânea varia de 15 a 55% em dois anos de acompanhamento 

(Harvey et al., 1996). É estimado que a taxa de transformação para carcinoma 

espinocelular (CEC) seja de 0,1 a 20% por lesão (Ishioka et al., 2015). Porém, o risco 

relativo é proporcional ao número de lesões: em torno de 1% para pacientes com até 

cinco lesões e aumenta para 20% nos pacientes com mais de 20 lesões (Zalaudek et 

al., 2014). A evolução da ceratose actínica (CA) para CEC pode ocorrer através da 

progressão dos três diferentes graus ou diretamente da CA com o envolvimento 

limitado ao terço inferior da epiderme (Fernandez, 2017). Porém, não há marcadores 

preditores desta evolução (Dirschka et al., 2017), assim como a espessura da CA não 

configura mais um fator de risco da progressão para CEC (Heerfordt et al., 2016). 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

As avaliações histológicas demonstram que 60 a 80% dos CECs surgem a partir de 

uma CA, corroborando a estratégia do tratamento precoce (Rigel e Steingold. 2013). As 

características das CAs que se associam com maior risco de progressão para CEC são 

induração, inflamação, diâmetro superior a 1 cm, crescimento rápido, sangramento e 

ulceração. Outros fatores são pigmentação, dor, prurido e hiperceratose. 

As lesões localizadas nos lábios e nas orelhas apresentam maior risco de progressão 

para CEC, surgimento de metástases e recorrência tumoral, proporcionais ao tamanho da 

lesão (> 2 cm) e à baixa diferenciação celular tumoral. A prevalência de metástase nos lábios 

é de 13 a 20,6% e nas orelhas é de 11%, comparados com 5,2 a 6,5% dos CECs cutâneos nas 

demais localizações. A recorrência é mais frequente nos CECs localizados na orelha (18,7%) 

e no lábio (10,5%), em comparação aos localizados nas outras regiões fotoexpostas (7,9%) 

(Rigel e Steingold. 2013). 

Outra causa relacionada ao aumento do risco de transformação para CEC é a extensão 

folicular da CA, também associada à recorrência tumoral, mais comum na região da cabeça e 
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do pescoço. É possível que o envolvimento folicular abaixo do infundíbulo funcione como um 

facilitador à infiltração, devido à ativação das células-tronco adultas durante o ciclo folicular 

(Fernandez. 2017). 

 

 

1.1.7 Seguimento e prevenção 

 

 

 A avaliação do paciente com CA deve incluir o exame de todo tegumento com 

regularidade. Pacientes com poucas CAs podem ser vistos duas vezes ao ano. Já aqueles com 

alto risco (história prévia de câncer de pele, imunossupressão, múltiplas CAs, principalmente 

as de grau III) devem ser vistos a cada três ou quatro meses (Zalaudek et al. 2014). 

 A prevenção da CA inclui medidas primárias e secundárias. Dentre as medidas de 

prevenção primária estão a informação e a educação quanto à proteção solar. Dentre as 

medidas de prevenção secundária estão o autoexame prévio à consulta médica, a detecção e o 

tratamento precoces, evitando-se a possível progressão para CEC. Destaca-se a relevância da 

prevenção na população transplantada (especialmente renal), com maior risco para o 

desenvolvimento de CA e CEC (Ferrándiz et al. 2014). 

 

 

1.1.8 Tratamento 

 

 

Diversas opções de terapias minimamente destrutivas e de agentes tópicos estão 

disponíveis, com taxas de resposta terapêutica que variam de 50 a 98%, como ilustrado na 

Figura 3. A escolha da melhor opção terapêutica depende do número, tamanho e localização 

das lesões de CA. Há também fatores relativos ao paciente, como compreensão, idade, 

condições gerais de saúde e a realização de tratamentos prévios no mesmo local anatômico. 

Além dos fatores relacionados ao método, como custo, segurança, tolerabilidade, eficácia e os 

objetivos estéticos finais (Ferrándiz et al. 2014, Zalaudek et al. 2014). Porém, ainda não há 

consenso na literatura sobre a melhor escolha de tratamento para a CA e o campo de 

cancerização, sendo muitas vezes indicada a associação dos métodos destrutivos aos 

tratamentos tópicos, com o objetivo de reduzir a recorrência tumoral. 

 



25 

Figura 3 - Taxas de resposta clínica das CAs às diferentes opções de 

tratamento 

 
Legenda: Ceratose actínica (CA). 

Nota: O tratamento pode ser dividido em direcionado à lesão isolada de CA ou ao campo de 

cancerização (lesões subclínicas adjacentes às lesões clínicas de CA, mais comuns 

em pacientes que apresentam mais de 6 lesões de CA por área anatômica). 

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

 

 

1.1.8.1 Tratamento direcionado à CA isolada 

 

  

Os tratamentos direcionados à lesão são particularmente úteis nas CAs isoladas. 

Dentre as opções terapêuticas estão a crioterapia, a eletrocirurgia, a biopsia por shave e a 

excisão (Zalaudek et al. 2014). Esses procedimentos requerem anestesia local (exceto na 

crioterapia) e podem evoluir com cicatrizes ou alterações pigmentares. Em geral são métodos 

de rápida execução e com boa eficácia (Ferrándiz et al. 2014). 

 

 

1.1.8.2 Tratamento do campo de cancerização 

  

 

O tratamento direcionado ao campo de cancerização pode promover períodos de 

remissão mais prolongados. É indicado para os pacientes que apresentam múltiplas lesões de 

CA na mesma área anatômica 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). Não há consenso entre os autores sobre a definição do campo de cancerização através 

da contagem das lesões clínicas. As opções mais utilizadas são: terapia fotodinâmica, 5-

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

 

 

1.1.8.3 Outras opções terapêuticas 

 

 

 Os retinoides sistêmicos, a dermoabrasão, os peelings químicos e o laser de CO2 são 

considerados tratamentos de segunda linha ou coadjuvantes e podem ser indicados em casos 

selecionados (Ferrándiz et al. 2014). 

 Outras opções não disponíveis no Brasil são o resiquimode (imunomodulador 

imidazólico com ação através do TLR-7 e TLR-8) e o 5-fluoracil combinado com o ácido 

salicílico na mesma formulação (Torezan e Festa-Neto. 2013).  

 

 

1.2 Microscopia confocal a laser (MCL) 

 

 

1.2.1 Princípios básicos 

 

 

O microscópio confocal foi criado por Marvin Minsky em 1957. Entretanto, foi 

necessário o desenvolvimento de uma fonte de luz adequada e de tecnologia 

computadorizada, para possibilitar a sua utilização na pele humana. O primeiro uso do 

microscópio confocal a laser in vivo, na pele humana, ocorreu em 1995. Vários aparelhos 

foram produzidos, mas somente dois modelos foram comercializados: o Vivascope® 1500 e 

3000. O modelo 3000 possui uma lente de menor diâmetro e uma ponteira manual, que torna 

mais fácil o uso nas áreas curvas da face e mais rápido o exame, porém com as desvantagens 

da menor resolução e da não associação com a dermatoscopia (Hofmann-Wellenhof et al. 

2012; Rezze e Cazagrande. 2016). Nesse estudo, será 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 - Microscópio confocal a laser modelo Vivascope® 1500 e a sequência para 

aquisição das imagens 

 
Legenda: Imagem do microscópio confocal a laser Vivascope® 1500 (à esquerda) e, à direita, os quatro 

passos mais importantes para a aquisição das imagens: A - Cola-se o anel plástico adesivo ao anel 

metálico; B - Após a aplicação do óleo de interface na pele do paciente, fixa-se o anel à pele; C - 

Dermatoscopia através da câmera digital (Viva Cam, Lucid Inc, Rochester, NY, USA), a qual 

guia a aquisição da imagem de Microscopia confocal a laser; D - Aplica-se gel de ultrassom 

(índice de refletância semelhante ao da camada córnea) e acopla-se a lente do microscópio ao 

anel metálico. 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

A palavra LASER é um acrônimo criado pelo físico Gordon Gould, que significa Light 

Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificação da luz pelo efeito da 

emissão estimulada da radiação). É constituído por radiação monocromática, coerente e 

colimada. O comprimento de onda é o que define a especificação 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 

nanômetros (nm) e lentes objetivas de 30x de aumento. A profundidade alcançada é de até 

0,3mm, equivalente à derme papilar. A potência do laser é baixa, menor que 30mW, de forma 

a não causar dano à pele ou aos olhos (Hofmann-Wellenhof et al. 2012). O mecanismo de 

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

 
 
Nota: O aparelho emite o laser diodo de baixa potência que irá atingir o ponto da pele escolhido 

pelo examinador. Este será refletido por este ponto, amplificado pela objetiva em 30x e 

passará por uma pequena abertura (pinhole), que otimizará a nitidez da imagem que será 

formada no detector. O pinhole não permite que a luz refletida a partir de outro ponto do 

tecido alcance o detector e apenas a luz que está no foco (confocal) seja detectada. Uma 

única imagem permite a avaliação de uma área de 0,5x0,5 mm. Para a avaliação da lesão 

inteira, diversos pontos podem ser capturados e combinados, formando um mosaico com área 

de até 8x8mm. A avaliação também pode ser feita através do empilhamento vertical das 

imagens (Z stacks) com a captura sequencial desde a superfície até a profundidade de 0,3 

mm.  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

O contraste das imagens ocorre pela diferença dos índices de refletância das organelas 

e das microestruturas da pele, sem a necessidade de corantes ou marcadores fluorescentes. As 

imagens produzidas são em preto, branco e em escalas intermediárias de cinza. A 

interpretação das mesmas baseia-se no reconhecimento dos padrões de refletância das 

estruturas celulares e teciduais (González et al. 2014), como representado na Figura 6. 
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Figura 6 - Índices de refletância das estruturas teciduais e celulares 

cutâneas (em ordem decrescente) 

 
 

Nota: As estruturas com maior brilho (cor próxima ao branco) possuem um alto índice 

de refletância (n). Os componentes da pele com maiores índices são 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 índices de refletância são encontrados nos núcleos celulares, no ar e 

no plasma. Nestes dois últimos, a refletância é nula, sendo representados pela cor 

preta. As demais estruturas (células de Langerhans, colágeno e células 

sanguíneas) apresentam índices de refletância intermediários e são representadas 

por diferentes tons de cinza.  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

A MCL foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso na 

avaliação da pele humana, em outubro de 2008. Apresenta utilidade no diagnóstico e no 

monitoramento da resposta terapêutica das lesões cutâneas (Ahlgrimm-Siess et al. 2009). 

Diferente da histopatologia, a mesma lesão poder ser seguida ao longo do tempo, sem 

alteração tecidual e com resolução celular, evitando-se biopsias desnecessárias (Ulrich et al. 

2015). As principais diferenças entre a MCL, a dermatoscopia e a histopatologia são 

representadas na Figura 7. 
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Figura 7 - Comparativo entre MCL, dermatoscopia e histopatologia 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL). 

Nota: As imagens obtidas pela clínica, dermatoscopia e MCL são em planos paralelos à pele, diferente dos 

cortes histológicos convencionais, em planos perpendiculares à superfície cutânea. A vantagem da 

histopatologia é a possibilidade da avaliação em resolução celular e com profundidade além da derme 

papilar. Já a dermatoscopia é um método de imagem não invasivo que permite o acompanhamento 

longitudinal da lesão e, consequentemente, da sua resposta terapêutica. A MCL alia os benefícios de 

ser um método não invasivo que permite o acompanhamento longitudinal da lesão com a resolução 

celular. Porém, diferente da histopatologia, limita-se a uma profundidade de até 0,3mm (equivalente à 

derme papilar). 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

1.2.2 Pele normal à microscopia confocal a laser 

 

 

Para a correta interpretação das imagens da pele anormal, faz-se necessário um breve 

resumo das características da pele normal vistas à MCL.  

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

podem ser diferenciadas de acordo com as suas características arquiteturais e citológicas. A 

camada córnea, mais superficial, é composta por ceratinócitos grandes, brilhantes, achatados, 

anucleados e poligonais. Sua espessura varia conforme o sítio anatômico e a exposição solar 

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

contendo grânulos de cerato-hialina no citoplasma e núcleo grande e oval. À MCL, essas 

células apresentam-se com citoplasma granuloso e núcleo oval escuro, dispostos em um 
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padrão chamado de favo de mel. A camada espinhosa é composta por ceratinócitos menores 

que também apresentam padrão de núcleo escuro central, borda bem demarcada e citoplasma 

brilhante. A camada basal é composta de somente uma fileira de ceratinócitos colunares e 

melanócitos regularmente distribuídos (Hofmann-Wellenhof et al., 2012).  

A MCL da junção 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 porções 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 avaliação da ceratose actínica 

 

 

A MCL constitui um método não invasivo de grande utilidade na avaliação celular da 

CA e no acompanhamento da sua resposta terapêutica, pois a CA é uma lesão que se limita à 

epiderme, não sendo necessária a análise além da derme papilar. As alterações 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 útil também na avaliação do campo 

de cancerização (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 diagnóstico da CA (Aghassi et al., 2000; 

Horn et al., 2008). Os critérios observados à MCL e à análise histopatológica (AH) estão 

listados no Quadro 2, a seguir. 
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Quadro 2 – Critérios observados à MCL e à histopatologia na avaliação das CAs não 

pigmentadas (continua) 

Autor, ano 

n MCL/ n 

biopsia - 

método 

(desenho) 

Critérios observados à MCL e 

à AH (frequência em %) 
S/E (%) 

Vivascope ® 

(tipo) 

Aghassi et al. 

2000  

7/ 3 – 

punch 

2mm 

(caso-

controle) 

Descritivos: hiperceratose 

(71%), pleomorfismo nuclear 

na CE (100%), na CG (14%), 

desarranjo arquitetural na CE 

(57%); sem avaliação dos 

parâmetros dérmicos 

- 1500 

Horn et al. 

2008  

30/ 15 -

curetagem 

(caso-

controle) 

Camada córnea irregular, 

padrão em favo de mel atípico, 

perda da estratificação 

epidérmica, disceratose e 

polimorfismo nuclear 

91/ 78 1500 

Rishpon et al. 

2009  

7/ 7 – N/E 

(série de 

casos) 

Descamação (100%), 

paraceratose (14%), moderada 

atipia do padrão em favo de 

mel (100%), disceratose (14%) 

e VD (72%) 

- 1500 

Eichert et al. 

2010  

3/ 3 – N/E 

(revisão) 

Hiperceratose, ceratinócitos 

atípicos com contornos 

celulares irregulares e pouco 

definidos 

- 1500 

Richtig et al. 

2010 

10/ 10 – 

shaving 

(série de 

casos) 

Perda da estratificação 

epidérmica (100%), 

polimorfismo celular e nuclear 

(100%), contornos celulares 

irregulares (100%) e 

disceratose (100%) 

- 1500 

Bassoli et al. 

2012 

6/ 6 – N/E 

(série de 

casos) 

Descamação (50%), padrão em 

favo de mel atípico com 

espessamento intercelular 

(83,3%), inflamação dérmica 

(33,3%) e VD (66,7%) 

- 1500 

Incel et al. 

2014  

8/ 8 – N/E 

(série de 

casos) 

Descamação, paraceratose, 

polimorfismo celular, atipia do 

padrão em favo de mel, VD, 

inflamação epidérmica e 

dérmica 

93/ 97 3000 
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Quadro 2 – Critérios observados à MCL e à histopatologia na avaliação das CAs não 

pigmentadas (conclusão) 

Autor, ano 

n MCL/ n 

biopsia 

(desenho) 

Critérios observados à MCL e 

à AH (frequência em %) 

S/E 

(%) 

Vivascope ® 

(tipo) 

Peppelman et 

al. 2014  

24/ 24 – 

punch 

3mm 

(série de 

casos) 

Córnea: descamação, 

hiperceratose, paraceratose e 

inflamação. CG e CE: padrão 

em favo de mel típico/ atípico, 

desarranjo arquitetural, 

inflamação, pleomorfismo 

nuclear e celular. Derme: VD, 

rolamento linfocitário, elastose 

solar e inflamação 

- 1500 

Farnetani et 

al. 2015  

3/ 3 – N/E 

(série de 

casos) 

Papilas dérmicas mal definidas 

(96,3%), JED inespecífica 

(59,3%), células inflamatórias 

isoladas (55,6%), bandas de 

colágeno (33,3%), atipia 

celular (29,6%) e arquitetura 

epidérmica irregular (11,1%) 

84,8-91/ 

77,9-80 

1500 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); ceratose actínica (CA); número de casos (n); sensibilidade (S); 

especificidade (E); camada granulosa (CG); camada espinhosa (CE); não especificado (N/E); 

vasodilatação (VD); junção epidermo-dérmica (JED).  

Nota: No estudo de Aghassi et al. (2000), 3 das 4 lesões clinicamente compatíveis com ceratose actínica 

apresentaram confirmação histopatológica deste diagnóstico, enquanto 1 era compatível com 

carcinoma espinocelular. No trabalho de Horn et al. (2008), 15 das 30 lesões submetidas à microscopia 

confocal a laser foram tratadas com curetagem.  Em todos os estudos citados, o material analisado à 

histopatologia foi utilizado exclusivamente para confirmação diagnóstica, sem avaliação da 

concordância com os respectivos critérios à microscopia confocal a laser. Estes critérios não tiveram 

sua avaliação padronizada. Locais anatômicos diferentes foram examinados em cada estudo. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

No estudo publicado por Ulrich et al. (2008), o grau de concordância entre MCL e 

histopatologia (material obtido através de biopsia por punch 4mm) foi classificado em 

excelente, alto ou moderado. Excelente concordância (94,6-98,2%) entre os avaliadores foi 

relatada na identificação de pleomorfismo nas CG e CE. Reprodutibilidade alta foi observada 

nos critérios: células inflamatórias (89,2-94,6%), espongiose na CG (87,5%), na CE (89,3%) e 

paraceratose (87,5%). Concordância moderada foi encontrada para vasodilatação (82,1%), 

perda arquitetural nas CG (75%) e CE (85,7%), exocitose na CG (82,1%), elastose solar 

(82,1%) e rolamento linfocitário (87,5%). Estes dois últimos não apresentaram significância 

estatística (p=0,569 e p=0,123, respectivamente). Os critérios relatados com maiores índices 

de sensibilidade e especificidade (através da análise 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 distinção entre CA e CEC são o desarranjo arquitetural 

epidérmico que se estende à camada granulosa e a presença de ninhos tumorais dérmicos 

encontrados exclusivamente no CEC (Peppelman et al. 2015). Neste mesmo estudo, é relatada 

também menor incidência de paraceratose, inflamação epidérmica e dérmica no CEC. Os 

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

 

 

Quadro 3 - Critérios diagnósticos da CA e do CEC à MCL 

Critérios à MCL CA CEC 

Camada córnea   

Hiperceratose X X 

Paraceratose X  

Ortoceratose X  

Células inflamatórias X X 

Descamação X X 

Camada granulosa   

Padrão em favo de mel típico X  

Padrão em favo de mel atípico X  

Desarranjo arquitetural  X 

Pleomorfismo celular e nuclear X X 

Camada espinhosa   

Padrão em favo de mel atípico X X 

Disceratose X X 

Desarranjo arquitetural X X 

Pleomorfismo celular e nuclear X X 

Espongiose X X 

Exocitose X  

Junção epidermo-dérmica   

Vasodilatação X  

Aumento do número de vasos  X 

Aumento do fluxo vascular  X 

Derme   

Elastose solar X X  

Células inflamatórias  X  

Pérolas córneas  X 

Estruturas em ninho  X 
Legenda: Ceratose actínica (CA); Carcinoma espinocelular (CEC); Microscopia confocal a laser (MCL). As 

denominações empregadas como na histopatologia se justificam pelo caráter descritivo associado às 

mesmas estruturas à microscopia confocal a laser. 

Fonte:  Adaptado de Peppelman et al. (2015). 
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Quadro 4 - Descrição dos critérios diagnósticos da CA e do CEC, à MCL 

Hiperceratose Camada córnea com espessura > 0,015mm 

Paraceratose Células nucleadas na camada córnea 

Ortoceratose Hiperceratose sem paraceratose 

Descamação Material amorfo acima da camada córnea 

Células inflamatórias Estruturas de alta refletância, com 0,008-0,01mm 

Disceratose Células redondas e nucleadas nas CG e CE 

Padrão em favo de mel típico 

(padrão normal nas CG e CE) 

Ceratinócitos regulares e uniformes com espaçamento 

que se assemelha a um favo de mel  

Padrão em favo de mel atípico Ceratinócitos com formatos irregulares 

Desarranjo arquitetural Desestruturação do padrão epidérmico, no qual não é 

mais possível observar o favo de mel  

Pleomorfismo nuclear e celular Variações dos tamanhos e formatos do núcleo e da célula 

Espongiose 

 

Aumento dos espaços intercelulares devido ao acúmulo 

de fluido entre os ceratinócitos 

Exocitose Células inflamatórias de alta refletância na epiderme 

Vasodilatação Diâmetro vascular > 0,005mm 

Aumento do número de vasos Mais de 5 vasos por imagem de 0,5x0,5mm 

Elastose solar 

 

Rede de colágeno de alta refletância e espessura em meio 

a fibras elásticas de refletância moderada 

Pérola córnea Acúmulo de ceratina de alta refletância na derme 

Estruturas em ninho na derme Estruturas arredondadas circundadas por fibrose na derme 

Legenda: Ceratose actínica (CA); Carcinoma espinocelular (CEC); Microscopia confocal a laser (MCL); camada 

granulosa (CG); camada espinhosa (CE). 

Fonte:  Peppelman et al. (2015). 
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Assim sendo, estão representados na Figura 8 os principais critérios para o diagnóstico 

da CA à MCL. Na camada córnea: hiperceratose, paraceratose e descamação. Na camada 

espinhosa: disceratose, perda do padrão típico em favo de mel (gradação da atipia epidérmica 

proposta por Pellacani et al. (2015), representada na Figura 9) e infiltrado inflamatório 

linfocitário. E na derme: presença de infiltrado inflamatório linfocitário (representados em 

maior detalhe na Figura 10). O critério de alteração arquitetural epidérmica com 

pleomorfismo celular é o melhor preditor diagnóstico (Ulrich et al. 2010). Os critérios 

dérmicos de elastose solar e vasodilatação estão presentes em apenas 31% dos casos (Ishioka 

et al. 2015). 

 

 

Figura 8 - Principais critérios para o diagnóstico da CA à MCL 

 
Legenda: Ceratose actínica (CA); Microscopia confocal a laser (MCL). 

(A) Camada córnea: superfície hiperceratótica (asterisco vermelho), grandes estruturas de alta 

refletância que correspondem à descamação (quadrado vermelho) e células nucleadas poligonais 

correspondentes à paraceratose (setas amarelas); (B) Camada espinhosa: padrão em favo de mel 

atípico caracterizado por células grandes e nucleadas com variadas dimensões e morfologias (setas 

vermelhas) e células inflamatórias (setas amarelas). As conexões intercelulares são irregulares e 

espessas (asterisco vermelho); (C) Camada dérmica: presença de células inflamatórias (setas 

amarelas). As papilas dérmicas são pouco visíveis ou mal definidas (asterisco amarelo). 

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

 
Legenda: À Microscopia confocal a laser (MCL): (a) Grau 1: leve irregularidade dos ceratinócitos; (b) 

Grau 2: perda parcial do contorno dos ceratinócitos; (c) Grau 3: ceratinócitos com diferentes 

tamanhos e formas e espessamento do contorno celular (d) Grau 4: maior atipia ceratinocítica e 

contorno intercelular brilhante; (e) Grau 5: pleomorfismo intenso com presença de células em 

alvo, células grandes e bizarras com contornos irregulares e núcleos proeminentes. 

Fonte: Pellacani et al. 2015. 

 

 

 

Figura 10 - Infiltrado inflamatório linfocitário na epiderme e na derme, à 

MCL 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL). 

Nota: À esquerda (epiderme): células redondas (setas amarelas) e dendríticas (setas 

vermelhas) de alta refletância. À direita (derme): pequenos pontos de alta 

refletância (setas). 

Fonte: A autora, 2019. 
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A vantagem principal do método é a oportunidade única de se obter imagens in vivo 

com resolução próxima à da microscopia convencional. Imagens em tempo real podem ser 

obtidas e avaliadas à beira do leito (Horn et al. 2008). Detalhes arquiteturais e celulares 

podem ser examinados sem a necessidade da excisão e do processamento teciduais, 

viabilizando a avaliação de um grande número de lesões. Esta tecnologia permite a coleta de 

informações dinâmicas que ocorrem no curso da doença, sem artefatos histológicos, 

facilitando a avaliação celular da resposta terapêutica da CA (Pellacani et al. 2015) e do 

campo de cancerização (Malvehy et al. 2015). 

As limitações técnicas da MCL incluem o tempo prolongado para aquisição das 

imagens correspondentes a grandes áreas anatômicas, além da profundidade alcançada de 

apenas 0,3mm, equivalente à derme papilar. Nas lesões hiperceratóticas, as quais são mais 

suspeitas de malignidade, a MCL apresenta resolução e penetração reduzidas, com alcance 

máximo até a camada espinhosa. Os resultados são técnico-dependentes, com 

reprodutibilidade variável entre os investigadores. Diferentes tipos de pele mostram diferentes 

índices de refletância na camada basal, dependendo da quantidade de melanina, variável com 

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

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

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

actínica. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

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 à microscopia confocal a laser no diagnóstico da ceratose actínica. 

Comparar os parâmetros observados através do exame clínico, dermatoscópico, 

histopatológico e de microscopia confocal a laser. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Desenho do estudo 

 

 

Este é um estudo analítico, observacional, transversal, de acurácia, realizado em centro 

único (HUPE) e auto comparativo (dois métodos aplicados à mesma lesão clínica de CA), 

para correlacionar os critérios diagnósticos da ceratose actínica à histopatologia e à 

microscopia confocal a laser (Hochman et al. 2005). 

Foi submetido ao Comitê de ética e pesquisa (CEP) do HUPE e aprovado sob o 

número CAAE 61911116.5.0000.5259 (ANEXO A). 

 

 

3.2 Casuística 

 

 

3.2.1 Pacientes 

 

 

 A seleção para o estudo consistia de pacientes diagnosticados com lesões de ceratose 

actínica nos antebraços, oriundos do ambulatório de Dermatologia do HUPE-UERJ, no Rio de 

Janeiro (RJ), agendados sob livre demanda. 

 

 

3.2.2 Critérios de inclusão 

 

 

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

b) Pacientes com diagnóstico clínico de pelo menos uma lesão de ceratose 

actínica localizada nos antebraços; 

c) Conhecimento e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE), presente no APÊNDICE A. 
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3.2.3 Critérios de exclusão 

 

 

a) Gestação ou lactação; 

b) Lesões de CA com suspeita de transformação para CEC ou hiperceratose 

exuberante (grau III); 

c) Não compreensão do TCLE ou recusa pelo paciente, responsável ou 

familiar em participar do estudo; 

d) Tratamento tópico para CA no local anatômico a ser estudado nas doze 

semanas anteriores ao estudo; 

e) Pacientes portadores de outras doenças cutâneas na área a ser avaliada. 

 

 

3.3 Financiamento 

 

 

O projeto não foi financiado por fontes externas ou agências de fomento e dispôs de 

financiamento próprio. Nenhum pesquisador envolvido no projeto recebeu qualquer tipo de 

remuneração para a execução deste estudo. 
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3.4 Métodos 

 

 

3.4.1 Avaliação epidemiológica 

 

 

Todos os pacientes foram submetidos a um questionário (APÊNDICE B), no qual 

foram coletados os dados demográficos e epidemiológicos, a presença de comorbidades 

sistêmicas ou cutâneas, o uso de medicamentos e a presença de alergias. Com relação às 

ceratoses actínicas, o paciente foi questionado sobre os tratamentos prévios realizados nos 

antebraços, incluindo tipo, duração e tempo decorrido antes da inclusão no estudo. Todos os 

pacientes foram orientados a evitar exposição solar direta e a utilizarem protetor solar com 

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

 

 

3.4.2 Exame clínico 

 

 

No exame dermatológico, foram examinados os antebraços dos pacientes, buscando-se 

a presença de pequenas placas eritematodescamativas, compatíveis com o diagnóstico clínico 

de CA. Após a seleção das lesões para inclusão no estudo, as localizações das mesmas foram 

indicadas no esquema de topografia cutânea presente no formulário de avaliação médica 

(APÊNDICE B), com a respectiva distância em relação à proeminência radial. Estas lesões 

foram submetidas ao registro fotográfico clínico (Iphone 7 12.0 megapixels, EUA), à 

avaliação através da dermatoscopia (3Gen Dermlite DL3, EUA, aumento de 10x) e à 

fotografia da imagem dermatoscópica (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 lesão 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. Óleo foi usado como 

interface entre a pele e o anel metálico, enquanto gel de ultrassom, entre este anel e o 

dispositivo de MCL. O mapeamento vertical (Z-stack) foi realizado em cada lesão, 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 córnea, granulosa, espinhosa) e da derme superficial, com cada nova imagem obtida 

à profundidade de 1,52 micrômetros da anterior. A captura das imagens foi iniciada 

imediatamente acima da camada córnea. Cada imagem, do total de 5000 imagens, foi 

examinada por dois dermatologistas experientes em MCL e os dados obtidos foram 

registrados em formulário próprio (APÊNDICE C).  Os critérios avaliados à MCL estão 

listados na Figura 11. 

 

 

Figura 11 - Critérios avaliados através do mapeamento vertical à MCL  

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL). 

Nota: A hiperceratose foi definida por Peppelman et al. (2015), como camada córnea 

com espessura superior a 15 micrômetros. O cálculo desta medida é dado por n x 

1,52 (espessura de n em micrômetros). Desta forma, a hiperceratose foi 

classificada como presente quando a contagem de cortes (n) à 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 Análise histopatológica (AH) 

 

 

A mesma lesão avaliada através da MCL foi submetida ao tratamento por shaving, 

com bisturi descartável de lâmina no 15, no setor de dermatopatologia do HUPE-UERJ. O 

tratamento foi precedido por anestesia infiltrativa local com lidocaína 2% injetável sem 

vasoconstritor, através de seringa descartável associada à agulha Gauge 26 de 13 mm. O 

material foi armazenado em formaldeído e as análises histopatológicas foram realizados pela 

rotina do HUPE-UERJ, na coloração H&E, sob responsabilidade do dermatopatologista Prof. 

Dr. Juan Maceira (coorientador) e colaboração do biólogo Hélcio F. Frias Júnior, cegos 

quanto aos resultados obtidos através da MCL. Os mesmos critérios avaliados à MCL (Figura 

11) foram utilizados à AH. A avaliação do grau de atipia da camada espinhosa neste trabalho 

excluiu as gradações 2 e 4 relatadas originalmente por Pellacani et al. (2015) pela não 

reprodutibilidade histopatológica destas (no referido estudo a classificação mais detalhada em 

5 graus foi obtida através de software). Os dados encontrados foram preenchidos na ficha de 

avaliação histopatológica presente no APÊNDICE D. 

 

 

3.4.5 Análise estatística 

 

 

O cálculo do tamanho amostral de 25 lesões (com colaboração do estatístico Prof. José 

Francisco Pessanha – UERJ) foi realizado com base na estimativa do valor preditivo positivo 

(VPP) da MCL para o diagnóstico da CA obtida na literatura (Horn et al. 2008). 

 

n = P x (1 - P)                          (1) 

      (P x CV)2 

 

n = Tamanho amostral 

P = VPP da MCL para avaliação da CA oriundo da literatura (Horn et al. 2008): 80% 

CV = Coeficiente de variação (Silva. 1998): 10%. 

 

Os testes de hipóteses aplicados na avaliação da significância de mudanças para 

estudos onde as amostras são pareadas (McNemar e Wilcoxon) foram utilizados para calcular 
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a concordância entre os métodos de MCL e AH. O teste de hipótese é uma maneira de tirar 

conclusões sobre uma população a partir de uma amostra. É constituída de uma hipótese nula 

(H0), que indica que a medida da amostra é igual à da população, e uma hipótese alternativa 

(H1), a qual indica que há diferença entre essas medidas (Pagano e Gauvreau. 2018). 

Considerando-se a hipótese formulada de que a MCL é uma técnica útil para o diagnóstico 

das ceratoses actínicas, tem-se como H0: não há distinção significativa entre o resultado da 

avaliação realizada pela MCL em relação àquela da AH. Tem-se, então, como H1: há 

distinção significativa entre o resultado da avaliação realizada pela MCL e pela AH. Através 

da validação dessas hipóteses, espera-se manter – ou descartar – a hipótese original.  

O teste de McNemar foi aplicado para as variáveis binárias (hiperceratose, 

paraceratose, disceratose, células inflamatórias na epiderme e na derme). Este teste avalia a 

significância de mudanças para estudos onde as amostras são pareadas, ou seja, avaliadas em 

dois momentos distintos, e os dados são classificatórios (Siegel. 1956, Pagano e Gauvreau. 

2018). Como os dados para o grau de atipia dos ceratinócitos na camada espinhosa não são 

binários, o teste de McNemar não pôde ser empregado. Assim, o teste de Wilcoxon foi uma 

alternativa para avaliar as diferenças entre cada par de observações, e não requer que a 

distribuição normal. Este teste de hipótese compara a mediana das diferenças para variáveis 

ordinais contínuas (Pagano e Gauvreau. 2018, Siegel. 1956).  

A tabela de contingência (Figura 12) foi utilizada para obtenção dos valores de 

sensibilidade e especificidade de cada critério diagnóstico da CA à MCL, em relação ao 

padrão-ouro AH (Pagano e Gauvreau, 2018, Parikh et al. 2008). A sensibilidade é a 

probabilidade do teste MCL indicar o critério diagnóstico nos casos em que ele realmente está 

presente. Já a especificidade é a fração daqueles no qual a MCL não mostrou a presença do 

critério naqueles em que a AH também revelou sua ausência. Ambas são características 

inerentes ao teste e não influenciadas pela prevalência da doença na população. As equações 

para seus respectivos cálculos estão representadas a seguir. 
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Figura 12 - Tabela de contingência 

 
Legenda: Verdadeiro negativo (VN); Falso negativo (FN); Falso positivo (FP); 

Verdadeiro positivo (VP).  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

Sensibilidade =     VP   x 100                                (2) 

                            (VP + FN) 

 

Especificidade =   VN   x 100                                (3) 

                                         (VN + FP) 

 

Através da tabela de contingência, também foram calculados os dados relativos ao 

valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN). Estes valores são 

influenciados pela prevalência da doença na população que está sendo testada. As equações 

para seus respectivos cálculos estão representadas abaixo. 

 

VPP=       VP   x 100                                         (4) 

                      (VP + FP) 

 

VPN =       VN   x 100                (5)                                           

(VN + FN) 

 

Todos os testes estatísticos consideraram o nível de significância como p<0,05 (5%) 

para a rejeição ou não da hipótese nula (Pagano e Gauvreau. 2018). O programa Excel 

(Microsoft Office® 2010, Microsoft Corporation, EUA) foi utilizado nas análises estatísticas. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Pacientes 

 

 

A equipe responsável pelo projeto incluiu 27 lesões no estudo por apresentarem 

diagnóstico clínico compatível com ceratose actínica e atenderem aos critérios de inclusão e 

exclusão. Após cautelosa análise através da MCL e AH, duas lesões foram excluídas. Uma 

devido à colisão com ceratose seborreica, que configurava um viés para correta correlação 

entre os métodos diagnósticos complementares. Já a segunda lesão foi excluída por apresentar 

critérios incipientes para o diagnóstico celular de CA, com ausência de paraceratose e atipia 

pouco significativa dos ceratinócitos da camada espinhosa, sendo melhor definida pelo 

diagnóstico de CA subclínica ou campo cancerizável, causados pelo intenso fotodano. 

 

 

4.2 Aspectos demográficos 

 

 

Foram coletadas 25 amostras válidas de 10 pacientes, sendo 4 do gênero feminino e 6 

do gênero masculino, com idade variando entre 68 e 86 anos; e média de 76.7 anos. Referente 

ao tratamento prévio para CA nos antebraços, com a exceção de um paciente, todos tinham 

sido submetidos à crioterapia em outras lesões, com tempo superior a 12 meses antes da 

inclusão neste estudo. Quanto às comorbidades, 3 pacientes não apresentavam nenhuma, 4 

apresentavam diabetes mellitus, 6 apresentavam hipertensão arterial sistêmica (HAS). Um dos 

pacientes apresentava osteoporose, além de HAS e dislipidemia. A distribuição dos pacientes 

segundo a escala de Fitzpatrick (Fitzpatrick, 1975) encontra-se na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Distribuição dos pacientes pela classificação de Fitzpatrick 

Escala I II III 

Número de pacientes 1 7 2 

Fonte: A autora, 2019. 
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4.3 Aspectos clínicos 

 

 

 De acordo com a classificação clínica das CAs, 16 lesões (64%) foram classificadas 

como grau I, enquanto 9 (36%), como grau II. Nenhuma ceratose actínica de grau III foi 

avaliada neste estudo devido ao fato das lesões que apresentavam intensa ceratose terem sido 

excluídas da pesquisa, pelo possível viés de existir carcinoma espinocelular subjacente. 

 Na Figura 13 estão representadas as imagens clínicas e dermatoscópicas das lesões 

incluídas no projeto. Observa-se desde aquelas mais palpáveis e pouco visíveis, de difícil 

identificação na fotografia clínica, porém mais evidentes à dermatoscopia através da 

pseudorede vermelha (como vistas nas imagens A, B, E-G, I, J, L, N-P, R, T-V e Z), descritas 

como grau I; até aquelas placas eritematodescamativas nítidas tanto a olho nu quanto à 

dermatoscopia (fundo vermelho entremeado de aberturas foliculares ceratóticas), ilustradas 

nas imagens C, D, H, K, M, Q, S, X e Y (grau II).  

A dermatoscopia realizada em todos os pacientes auxiliou na observação das lesões 

pequenas e incipientes, além de corroborar o diagnóstico das clinicamente mais clássicas. 

Desta forma, evitou-se a inclusão de outros tipos de lesões (como carcinomas basocelulares 

superficiais, doenças de Bowen, lentigos solares ou ceratoses seborreicas planas), já que os 

pacientes avaliados apresentavam intenso fotodano e diversidade de lesões cutâneas. 

 A totalidade dos pacientes apresentava outras lesões de CA nas áreas fotoexpostas 

(face, couro cabeludo, colo e antebraços) além daquelas abordadas no estudo. Todas foram 

adequadamente tratadas, através de tratamentos direcionados ao campo de cancerização, à 

lesão ou através da associação de ambos, de acordo com a avaliação médica. 

 Não foram observadas reações adversas ao exame de MCL ou à terapêutica por 

shaving, com bons resultados clínicos ao acompanhamento. 
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Figura 13 - Fotografias clínicas (à esquerda) e dermatoscópicas (à direita) das 25 lesões de 

ceratose actínica incluídas no estudo, identificadas de A a Z 

 

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

 

 

Devido à existência de seis critérios para diagnóstico (hiperceratose, paraceratose, 

disceratose, células inflamatórias na epiderme, grau de atipia na camada espinhosa e células 

inflamatórias na derme), descritos na figura 11, foram testadas seis hipóteses diferentes, 

avaliando-se as H0 e H1 para cada critério e consequentemente sua aplicabilidade para o 

diagnóstico da CA através da MCL, como mostrado nas Tabelas 2 e 3. Os critérios estão 

exemplificados na figura 14. 

 

 

Tabela 2 - P-valor correspondente a cada critério diagnóstico obtido pelo Teste de 

McNemar, aplicado para as variáveis binárias 

Critério p-valor 

Células inflamatórias (Epiderme) 1.000000 

Disceratose 0.617075 

Paraceratose 0.449690 

Hiperceratose 0.248213 

Células inflamatórias (Derme)   0.013328* 

Nota: O asterisco (*) indica diferença estatística significante entre Microscopia confocal a laser (MCL) e 

análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

Avaliando-se os p-valores da Tabela 2, podemos concluir que não há diferença 

significante entre a MCL e a AH para os quatro primeiros parâmetros. Embora a análise dos 

Gráficos 1 a 5 e das tabelas de contingência (Tabelas 4 a 8) mostre que alguns elementos 

foram avaliados como ausentes na MCL, mas encontram-se presentes após a AH, 

estatisticamente esta diferença não é significante. 

Para a presença de células inflamatórias na derme, o p-valor encontra-se abaixo do 

nível de 5%. Portanto, rejeita-se a hipótese nula e conclui-se que o equipamento de MCL não 

realizou uma análise adequada deste critério. 
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Tabela 3 - P-valor obtido pelo Teste de Wilcoxon aplicado ao critério contínuo 

Critério p-valor 

Grau de Atipia 0.145032 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

Como o p-valor é maior que 0.05, não há indícios para rejeitar a hipótese nula. Assim, 

o equipamento de MCL é capaz de detectar corretamente a atipia dos ceratinócitos na camada 

espinhosa nas lesões de CA. 

Desta forma, para 5 dos 6 critérios, os resultados foram positivos, ou seja, a MCL se 

mostrou apropriada para realizar suas mensurações. Existiu apenas um critério no qual a 

hipótese não foi satisfeita. A MCL não apresentou capacidade para realizar a avaliação das 

células inflamatórias na derme de maneira satisfatória, o que pode levar uma avaliação 

errônea deste critério. 
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Figura 14 - Concordância entre os critérios diagnósticos à MCL e à AH  

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); análise histopatológica (AH). 

Fotografias da MCL (esquerda) e da AH (direita) com imagens representativas de cada critério 

avaliado neste estudo. (A) Hiperceratose: setas indicam a camada córnea com alta refletância; (B) 

Paraceratose: setas mostram núcleos arredondados na camada córnea; (C) Disceratose: setas apontam 

as células redondas e nucleadas na camada espinhosa. Asterisco indica elastose solar na derme; (D) 

Infiltrado inflamatório epidérmico: células redondas (setas amarelas) e dendríticas (seta vermelha); 

(E) Atipia de grau 1 na camada espinhosa: quadrado delimita área que exibe leve irregularidade dos 

ceratinócitos; (F) Atipia de grau 3 na camada espinhosa: asterisco mostra região com ceratinócitos 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 

inflamatório dérmico: linfócitos redondos indicados por setas vermelhas. 

Fonte: A autora, 2019. 
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4.4.1 Hiperceratose  

 

 

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

mínimo de 5 e máximo de 30.  

Para a avaliação da presença ou ausência de camada córnea com espessura superior a 

15 micrômetros (equivalente a n igual ou maior a 10) à MCL, em relação à 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 possível obter 

um excelente desempenho para identificação da condição (VPP=100%), sendo o critério 

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

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

 

 

Gráfico 1 - Número de casos com ausência e presença de 

hiperceratose à MCL e à AH 

 
 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  
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Tabela 4 - Contingência para hiperceratose 

  AH  

 Hiperceratose Ausente Presente  

 

MCL 

 

Ausente 1 3 4 

Presente 0 21 21 

  1 24 25 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

4.4.2 Paraceratose 

 

 

Nota-se que para a avaliação da presença ou ausência de células nucleadas na camada 

córnea à MCL, em relação à 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 possível obter um bom desempenho para identificação da 

condição (VPP=78,26%), mas não foi possível avaliar sua ausência (VPN=0%), e o critério 

foi identificado corretamente em 90% dos casos. O Gráfico 2 e a Tabela 5 detalham os 

resultados encontrados. 
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Gráfico 2 - Número de casos com ausência e presença de 

paraceratose à MCL e à AH 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

    Tabela 5 - Contingência para paraceratose 

  AH  

 Paraceratose Ausente Presente  

 

MCL 

 

Ausente 0 2 2 

Presente 5 18 23 

  5 20 25 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

4.4.3 Disceratose 

 

 

Nota-se que para a avaliação da presença ou ausência de células redondas e nucleadas 

na camada espinhosa à MCL, em relação à 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 

Gráfico 3 e a Tabela 6 detalham os resultados encontrados. 
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Gráfico 3 - Número de casos com ausência e presença de 

disceratose à MCL e à AH 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

Tabela 6 - Contingência para disceratose 

  AH  

 Disceratose Ausente Presente  

 

MCL 

 

Ausente 3 3 6 

Presente 1 18 19 

  4 21 25 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

4.4.4 Células inflamatórias na epiderme 

 

 

Para a avaliação da presença ou ausência de linfócitos arredondados ou dendríticos 

(células de Langerhans) de alta refletância na epiderme à MCL, em relação à 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 Gráfico 4 e a Tabela 7 mostram maiores detalhes dos 

resultados obtidos. 
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Gráfico 4 - Número de casos com ausência e presença de 

células inflamatórias na epiderme, à MCL e à AH 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

Tabela 7 - Contingência para células inflamatórias na epiderme 

  AH  

 Inflamação (Epiderme) Ausente Presente  

 

MCL 

 

Ausente 1 5 6 

Presente 4 15 19 

  5 20 25 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

4.4.5 Células inflamatórias na derme 

 

 

Para a avaliação da presença ou ausência de linfócitos arredondados de alta refletância 

na derme à MCL, em relação à AH, foram encontrados os valores de sensibilidade igual a 

68%, VPP igual a 100% e VPN igual a 0%. A especificidade das células inflamatórias na 

derme é indefinida, pois o cálculo na tabela resulta em uma divisão de 0 por 0. Conclui-se 
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que, para a amostra estudada, não foi possível avaliar a ausência da condição (VPN=0%), 

sendo o critério identificado corretamente em 68% dos casos. O Gráfico 5 e a Tabela 8 

detalham os resultados encontrados. 

 

 

Gráfico 5 - Número de casos com ausência e presença de células         

inflamatórias na derme, à MCL e à AH 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

Tabela 8 - Contingência para células inflamatórias na derme 

  AH  

 Inflamação (Derme) Ausente Presente  

 

MCL 

Ausente 0 8 8 

Presente 0 17 17 

  0 25 25 

Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  
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4.4.6 Grau de atipia dos ceratinócitos da camada espinhosa 

 

 

Através da avaliação do grau de atipia e do pleomorfismo ceratinocítico na camada 

espinhosa, à MCL não foram identificadas lesões de grau 1, que, por sua vez, se mostraram 

presentes em três casos analisados à AH. A maioria das CAs foram classificadas como grau 3 

em ambos os métodos diagnósticos. Já as lesões de grau 5 foram mais comumente 

classificadas desta maneira à MCL em relação a AH. O Gráfico 6 mostra os resultados 

obtidos de forma mais detalhada. 

 

 

Gráfico 6 - Número de casos com atipia dos ceratinócitos da 

camada espinhosa, com distribuição entre os graus 

1, 3 e 5, à MCL e à AH 

 
Legenda: Microscopia confocal a laser (MCL); Análise histopatológica (AH). 

Fonte: A autora, 2019.  

 

 

4.5 Aspectos histopatológicos 

 

 

 A avaliação através da histopatologia ainda é a forma de microscopia que serve como 

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

duas lesões do estudo. Uma por apresentar colisão com ceratose seborreica e outra por 
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mostrar aspectos ainda incipientes de CA (mais adequadamente classificada como CA 

subclínica ou campo de cancerização). 

 Segundo a classificação histopatológica das CAs em 3 graus (Figura 15), de acordo 

com a espessura da atipia epidérmica mensurada a partir da camada basal, 9 lesões (36%) 

foram classificadas como grau I, enquanto 15 (60%), como grau II e 1 (4%) foi classificada 

como grau III. 

 A Tabela 9 pareia os resultados encontrados através da análise clínica e da AH, 

comparando a concordância entre estes métodos. 

 

 

Figura 15 - Gradação histopatológica das CAs (Cockerell et al. 2005) 

 
Legenda: Ceratose actínica (CA). 

(A) Grau I, com acometimento apenas do 1/3 inferior da epiderme; (B) Grau II, com atipia presente 

nos 2/3 inferiores da epiderme; (C) Grau III, que apresenta epiderme integralmente afetada pela 

atipia ceratinocítica.  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

Tabela 9 - Comparação entre as classificações histopatológicas e clínico-

dermatoscópicas das lesões de CA incluídas no estudo 

AH Grau I Grau II Grau III 

 9 (36%) 15 (60%) 1 (4%) 

Clínica Grau I Grau II Grau III 

 16 (64%) 9 (36%) 0 (0%) 

Legenda: Ceratose actínica (CA); Análise histopatológica (AH). 

Nota: Há correlação adequada em 56% dos casos, enquanto em 44% deles não há correspondência 

entre os dois tipos de classificação. 

Fonte: A autora, 2019. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

As ceratoses actínicas caracterizam-se por máculas eritematoescamosas ou placas 

ceratóticas. São concentradas nas áreas de maior exposição solar (cabeça, pescoço e 

extremidades superiores) em pessoas de pele clara (fototipos I a III de Fitzpatrick). 

Semelhante à literatura, nosso estudo mostrou acometimento de pacientes com fototipos 

baixos. O fototipo II foi o que apresentou maior número de pacientes (70%), seguido pelos III 

(20%) e I (10%), em ordem decrescente. Na nossa casuística composta pela população 

brasileira, tipicamente miscigenada, o fototipo I tem menor expressividade do que na 

literatura europeia ou americana. Todos os pacientes foram orientados a evitar exposição solar 

e a utilizar regularmente protetor com fator de proteção acima de 30. 

Os fatores de risco mais relacionados ao surgimento da CA, além da pele clara, são: 

exposição solar crônica, idade acima de 40 anos, imunossupressão, gênero masculino e 

exposição ao arsênico. São 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 média de 76.7 anos. Outros fatores de risco menos 

comuns, como pacientes transplantados ou portadores de síndromes genéticas com mutações 

do gene p53 e consequente dano ao reparo do DNA, não foram observados, devido aos 

critérios de exclusão impostos pelo desenho do estudo. Quanto às comorbidades, três 

pacientes não apresentavam, 4 apresentavam diabetes mellitus, 6 apresentavam HAS. Um dos 

pacientes apresentava osteoporose, HAS e dislipidemia. 

O manejo da CA engloba educação quanto à proteção solar e à importância do 

autoexame, além da detecção e tratamento precoces, evitando-se a possível progressão para 

CEC (Ferrándiz et al. 2014). Uma vez desenvolvida, a CA pode apresentar três caminhos 

diferentes de evolução: regressão espontânea, persistência ou transformação para CEC, sendo 

que uma lesão não precisa necessariamente seguir os três graus clínicos (Olsen et al. 1991). 

Sabe-se que esta gradação clínica é compatível com a histológica em apenas 50% dos casos, 

não devendo ser usada como preditor (Dirschka et al. 2017). No nosso estudo, foi observada 

correlação clínico-histológica adequada em 56% dos casos, enquanto em 44% deles não 

houve correspondência entre os dois tipos de classificação. Através da gradação 

histopatológica, 9 lesões (36%) foram classificadas como grau I, 15 (60%), como grau II e 1 

(4%), como grau III. Já na avaliação clínica, 16 lesões (64%) foram classificadas como grau I 

e 9 (36%) como grau II. Nenhuma CA de grau III foi incluída no estudo. 
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As características das CAs que se associam ao maior risco de progressão para CEC são 

induração, inflamação, diâmetro superior a 2cm, crescimento rápido, sangramento e 

ulceração. Outros fatores são pigmentação, dor, prurido, ceratose acentuada e localização na 

cabeça ou no pescoço (Rigel et al. 2013). Desta forma, para não termos o possível viés da 

análise de um CEC ou de uma CA de comportamento mais agressivo, estas características 

foram tidas como critérios de exclusão e a única localização estudada foi o antebraço. 

As avaliações histológicas 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 opção terapêutica depende do número, tamanho e localização das lesões de 

CA. Porém, ainda não há consenso na literatura sobre a melhor escolha para o tratamento das 

CAs, provavelmente pela dificuldade de seguimento terapêutico não invasivo para 

comparação entre diferentes métodos e protocolos. Costuma-se indicar a associação de 

tratamentos localmente destrutivos aos tópicos, com o objetivo de reduzir a recorrência 

tumoral. Os tratamentos direcionados à lesão são particularmente úteis nas CAs isoladas. 

Dentre as opções terapêuticas estão a crioterapia, a eletrocirurgia, a biopsia por shave e a 

excisão. Esses procedimentos requerem anestesia local (exceto na crioterapia) e podem 

evoluir com cicatrizes ou alterações pigmentares. Em geral são métodos de rápida execução e 

com boa eficácia. Já o tratamento direcionado ao campo de cancerização pode promover 

períodos de remissão mais prolongados. É indicado para os pacientes que apresentam 

múltiplas lesões de CA na mesma área anatômica, associadas a sinais de fotodano acentuado. 

As opções mais utilizadas são: terapia fotodinâmica, 5-fluoracil, imiquimode, mebutato de 

ingenol e diclofenaco (Ferrándiz et al. 2014). Na população estudada, referente ao tratamento 

prévio para CAs nos antebraços, com a exceção de um paciente, todos os demais tinham sido 

submetidos à crioterapia em outras lesões, com tempo superior a 12 meses antes da inclusão 

neste estudo. A preferência pela utilização desta modalidade terapêutica se deve ao fato de ser 

a primeira escolha segundo o consenso europeu de CA, além de rápida e de baixo custo. 

Como o diagnóstico da CA é primordialmente clínico, a dermatoscopia é um método 

semiológico não invasivo que auxilia nesta avaliação, por permitir o reconhecimento de 

estruturas morfológicas que não são observadas a olho nu e o acompanhamento da lesão ao 

longo do tempo. O treinamento na interpretação dos critérios dermatoscópicos e sua 

correlação com os aspectos clínicos e histopatológicos, é fundamental para aumentar a 

eficiência diagnóstica. A dermatoscopia também é útil na diferenciação da gradação entre I, 

II, III e do CEC, o qual apresenta diferentes padrões vasculares (vasos puntiformes, 

glomerulares, em grampo ou lineares), massa central de ceratina, ulceração e áreas amorfas 
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brancacentas (Zalaudek et al. 2014). A realização deste exame em todos os pacientes do 

estudo proporcionou uma melhor observação das lesões pequenas e incipientes, além de 

corroborar o diagnóstico das clinicamente mais clássicas. Evitou-se também a inclusão de 

outros tipos de lesões (que poderiam ser diagnósticos diferenciais das CAs), já que os 

pacientes avaliados apresentavam ampla diversidade de lesões cutâneas decorrentes do 

intenso fotodano.  

A indicação da AH é reservada aos casos duvidosos (Ulrich et al. 2010), suspeitos de 

CEC ou não responsivos ao tratamento convencional (Stockfleth et al. 2011). O diagnóstico 

clínico apresenta VPP de 74% quando comparado à AH (Venna et al. 2005), com relatos na 

literatura de subdiagnóstico de lesões de CEC, erroneamente classificadas através da 

avaliação clínica isolada como CAs (Aghassi et al. 2000, Venna et al. 2005). A vantagem da 

histopatologia é a possibilidade da avaliação com resolução celular.  

A MCL configura mais um método de imagem não invasivo que vem sendo estudado 

para aprimorar a avaliação da CA e do campo de cancerização (Pellacani et al. 2015, 

Peppelman et al. 2015, Ulrich et al. 2010). Apresenta a vantagem de ser um método de 

imagem não invasivo aliado à resolução celular, características que possibilitam a observação 

dos detalhes arquiteturais e celulares, in vivo, em tempo real, com resolução equivalente à da 

microscopia convencional, porém sem artefatos histológicos. Lista-se a seguir os principais 

critérios diagnósticos descritos na literatura. Na camada córnea: hiperceratose, paraceratose e 

descamação. Na camada espinhosa: disceratose, perda do padrão em favo de mel típico e 

infiltrado inflamatório linfocitário. E na derme: presença de infiltrado inflamatório 

linfocitário, em meio a papilas dérmicas pouco definidas (Peppelman et al. 2015). Elastose 

solar e vasodilatação estão presentes em apenas 31% dos casos (Ishioka et al. 2015). Os 

critérios mais relevantes para distinção entre a CA e o CEC são o desarranjo arquitetural na 

camada granulosa e a presença de ninhos tumorais dérmicos encontrados exclusivamente no 

CEC (Peppelman et al. 2015). A maioria dos estudos não compara os critérios à AH 

(amplamente reconhecida como eficiente neste diagnóstico) e os classifica apenas em 

presentes ou ausentes, de forma descritiva e não padronizada, não possibilitando a 

determinação da gravidade ou a diferenciação da resposta terapêutica em parcial ou total. 

Desta forma, selecionamos os 6 principais critérios citados na avaliação da CA à MCL 

(hiperceratose, paraceratose, disceratose, atipia dos ceratinócitos da CE, inflamação 

epidérmica e dérmica) e os analisamos em conjunto com a histopatologia. 

Considerando-se a hipótese formulada de que a MCL é uma técnica útil para o 

diagnóstico das ceratoses actínicas, tem-se como hipótese nula: não há distinção significativa 
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entre o resultado da avaliação realizada pela MCL em relação àquela da AH. Através dos p-

valores calculados pelos testes de McNemar (aplicado às variáveis binárias) e Wilcoxon 

(variáveis contínuas), conclui-se que não há diferença significante entre a MCL e a AH para 5 

dos 6 parâmetros 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 ceratinócitos da camada espinhosa (p-valor 0.145032) e inflamação na 

epiderme (p-valor 1.000000). A presença de células inflamatórias na derme (p-valor 

0.013328) não revelou p-valor acima de 5%, necessário para afastar validação diferente da 

AH. Tem-se, então, a hipótese alternativa, na qual há distinção significativa entre o resultado 

da avaliação realizada pela MCL e pela AH. Não foram observadas reações adversas ao 

exame de MCL ou à terapêutica através do shaving, com bons resultados clínicos ao 

acompanhamento. 

Diferente da histopatologia, a MCL limita-se a uma profundidade de até 0,3mm 

(equivalente à derme papilar), porém não configura um fator limitante no caso da CA, por esta 

ser uma afecção restrita à epiderme. Nas lesões mais ceratóticas, a MCL apresenta resolução e 

penetração reduzidas, alcançando apenas até a camada espinhosa, sendo este o motivo deste 

estudo enquadrar estas lesões mais espessas como critério de exclusão. Assim, as dificuldades 

técnicas encontradas incluem o alto custo do equipamento de MCL (previamente disponível 

no setor de Dermatopatologia do HUPE-UERJ), o tempo prolongado para aquisição das 

imagens (30 a 40 minutos para cada lesão), além do método ser técnico dependente, o que 

requer treinamento dos seus avaliadores e pode repercutir em reprodutibilidade variável. Para 

minimizar este fator, a mestranda realizou treinamento no setor de MCL da Universidade de 

Modena e Reggio Emília (UNIMORE), na Itália, sob orientação do Prof. Dr. Giovanni 

Pellacani, referência neste promissor exame. O Prof Pellacani também forneceu assistência 

remota ao trabalho. A Dra. Nathalie De Carvalho, estudiosa do assunto e doutoranda em MCL 

na UNIMORE, realizou a validação da análise das imagens de MCL em conjunto com a 

mestranda.  

Como continuação deste trabalho e baseado nos artigos já publicados, os autores 

sugerem como perspectivas para futuros estudos a utilização de uma amostra com maior 

tamanho e a avaliação de lesões de CA com localizações diferentes do antebraço. É sugerida 

também a utilização da abordagem padronizada através MCL demonstrada neste trabalho para 

estudos comparativos entre diferentes opções terapêuticas para as lesões de CA. Não há um 

protocolo de tratamento bem estabelecido para as CAs e lesões subclínicas, provavelmente 

por estes estudos não se mostrarem possíveis através da avaliação histopatológica invasiva. 
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Sugere-se novos trabalhos com avaliação de diferentes tipos de lesões cutâneas (tumorais e 

inflamatórias), com o intuito de diversificar a indicação da MCL para além das lesões 

melanocíticas, área mais amplamente estudada. 

 



66 

CONCLUSÃO 

 

 

Diferente da maioria dos artigos encontrados na literatura, que não correlaciona a 

MCL com a histopatologia (que já tem sua acurácia e critérios diagnósticos bem 

estabelecidos), neste estudo foi corroborada a aplicabilidade da MCL como método 

semiológico efetivo para as lesões de ceratose actínica, com correlação consistente à AH. 

Outro importante diferencial é a proposta de sistematização desta avaliação, através de cinco 

critérios com pontuação numérica objetiva, que confere melhor reprodutibilidade e 

possibilidade de comparação evolutiva de uma mesma lesão. Os critérios indicados são 

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%), inflamação na epiderme (S = 75%, E = 20%, VPP = 78,95% e VPN = 16,67%) 

e atipia dos ceratinócitos na camada espinhosa. Esta atipia foi graduada em três diferentes 

níveis, que correspondem a leve, moderada ou acentuada irregularidade ceratinocítica. Esta 

gradação, em conjunto com a presença ou ausência dos demais critérios, permite o 

diagnóstico das lesões de CA. A avaliação dos linfócitos na derme não apresentou 

significância estatística, apesar de ótimos valores de sensibilidade (68%) e preditivo positivo 

(100%). 

A aproximação entre os diferentes tipos de microscopia (dermatoscopia, histopatologia 

e MCL), correlacionadas às manifestações clínicas, resulta em grande benefício na avaliação 

dos pacientes com múltiplas lesões decorrentes do fotodano cutâneo. Permite o 

estabelecimento mais preciso do diagnóstico e do tratamento, com redução das abordagens 

empíricas.  
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

 
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UERJ 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO PEDRO ERNESTO – HUPE 

DISCIPLINA DE DERMATOLOGIA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Título: Avaliação dos critérios diagnósticos da ceratose actínica 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 Piñeiro-Maceira 

 

PROPOSTA 

Você está sendo convidado (a) como voluntário (a) a participar do estudo Avaliação dos 

critérios diagnósticos da ceratose actínica através da microscopia confocal a laser, por 

estar em acompanhamento no ambulatório de Dermatologia para tratamento das lesões de 

pele, chamadas de ceratoses actínicas. 

PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

Sua participação no referido estudo será constituída por uma avaliação através do exame 

clínico, da microscopia confocal a laser (exame de imagem com duração estimada de 30 

minutos) e retirada da lesão de ceratose actínica (área áspera na pele encontrada em pessoas 

que tenham se exposto muito ao sol ao longo da vida), localizada no antebraço. 

RISCOS E BENEFÍCIOS 

Dentre os benefícios esperados está o desaparecimento de parte ou de toda lesão. É possível 

que ocorra uma pequena cicatriz no local de realização do procedimento. 

SIGILO E PRIVACIDADE 

Nome ou outro elemento que possa, de qualquer forma, identificar o voluntário, será mantido 

em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, 

bem como a não exposição dos dados da pesquisa. 

 

       

     Rubrica do participante da pesquisa              Rubrica do Pesquisador 
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AUTONOMIA 

É assegurada a assistência durante toda pesquisa, bem como o livre acesso a todas as 

informações e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequências antes, durante e 

depois a participação no estudo. O paciente convidado pode se recusar a participar do estudo 

sem precisar justificar, e não sofrerá qualquer prejuízo à assistência recebida regularmente. 

CONTATO 

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto são Carlos Barcaui, Juan Maceira e 

Amanda Mota, os quais acompanharão o planejamento e a execução da pesquisa de forma 

ética, em concordância com o determinado pelo Comitê de Ética em Pesquisa HUPE-UERJ. 

Hospital Universitário Pedro Ernesto – Universidade do Estado do Rio de Janeiro – Serviço 

de Dermatologia – Av. Vinte e oito de setembro 77 – 2º. Andar – Vila Isabel – Tel.: 28688478 

Comitê de Ética em Pesquisa – HUPE – UERJ – Av. Vinte e oito de setembro 77 – 3º. Andar 

– Vila Isabel – tel.: 28688341/ 28688345 – e-mail: cda.hupe@gmail.com 

CONSENTIMENTO 

Declaro que li e entendi todas as informações presentes neste Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informações 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 será arquivada 

pelo pesquisador responsável pelo estudo. Tendo sido orientado quanto ao teor de tudo aqui 

mencionado e compreendido a natureza e o objetivo do já referido estudo, manifesto meu 

livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que não há nenhum valor 

econômico, a receber ou a pagar, por minha participação. 

Rio de Janeiro, _____ de _____________ de _____ 

Nome do voluntário (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 
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APÊNDICE B - Formulário de avaliação médica 

 

 

Formulário de avaliação médica 
Nome: _______________________________________________________________ 

Identidade: ____________ Órgão emissor: __________  CPF:___________________ 

E-mail: _________________________________ Telefone: (__) _________________ 

Sexo: (M) (F)            Data de nascimento: __/__/_____                Idade:____________ 

Fototipo de Fitzpatrick: (I) (II) (III) (IV) (V) (VI)               Gestante ou lactente: (S) (N) 

Medicações:___________________________________________________________ 

Alergias: (S) (N). Quais: _________________________________________________ 

Tratamento prévio para CA nos antebraços: (S) (N). Qual? ______________________ 

Término há quanto tempo (em semanas): __________ 

Assinatura do TCLE: (S) (N). Data: __/ __/ ____ 

Observações: __________________________________________________________ 
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APÊNDICE C - Formulário de avaliação à microscopia confocal a laser  

 

 

Formulário de avaliação à MCL 
Data: __/ __/ ____ 

Identificação do exame: ______________ 

Observações: ___________________________________________________________ 

Pontuação total: ____________________ 

 

 

CAMADA CÓRNEA: 

 Espessura = Número de camadas na córnea: _____ x 1,52 = ______ micrômetros 

 

 Hiperceratose: 0 – Ausente (__) 1 – Presente; se n >10 (__) 

 

 Paraceratose: 0 – Ausente (__) 1 – Presente (__)  

 

 

CAMADAS GRANULOSA E ESPINHOSA: 

 Disceratose: 0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 

 

 Células inflamatórias na epiderme:  0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 

 

 Grau de atipia na camada espinhosa: 

0 – Ausente (__) 

1 – Leve irregularidade dos ceratinócitos (__) 

3 – Ceratinócitos 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 núcleo irregular proeminente (__) 

 

 

DERME: 

 Células inflamatórias na derme:  0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 
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APÊNDICE D - Formulário de avaliação histopatológica 

 

 

Formulário de avaliação histopatológica 
Data: __/ __/ ____ 

Identificação do exame: ______________ 

Observações: ___________________________________________________________ 

Pontuação total: ____________________ 

 

 

CAMADA CÓRNEA: 

 Hiperceratose: 0 – Ausente (__)  1- Presente (__) 

 

 Paraceratose: 0 – Ausente (__) 1 – Presente (  ) 

 

 

CAMADAS GRANULOSA E ESPINHOSA: 

 Disceratose: 0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 

 

 Células inflamatórias na epiderme:  0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 

 

 Grau de atipia na camada espinhosa: 

0 – Ausente (__) 

1 – Leve irregularidade dos ceratinócitos (__) 

3 – Ceratinócitos 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 núcleo irregular proeminente (__) 

 

0 – Ausente (__) 

1 – Atipia no 1/3 inferior da epiderme (__) 

2 – Atipia nos 2/3 inferiores da epiderme (__) 

3 – Atipia em toda extensão da epiderme (__) 

 

 

DERME: 

 Células inflamatórias na derme:  0 – Ausente (__)  1 – Presente (__) 

 

 

OUTROS CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS; OBSERVAÇÕES: 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 
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ANEXO A - Parecer consubstanciado pelo Comitê de Ética em Pesquisa HUPE/UERJ – 

CAE: 61911116.5.0000.5259 
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ANEXO B – Artigo científico submetido 

 

 

 

 



82 

 

 

 

 

 

 



83 

 

 

 

 

 

 



84 

 

 

 

 

 

 



85 

 

 

 

 

 

 



86 

 

 

 

 



87 

 

 

 

 



88 

 

 

 

 



89 

 

 

 

 



90 

 

 

 

 



91 

 

 

 

 



92 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 



94 

 

 

 

 



95 

 

 

 

 



96 

 

 

 

 



97 

 

 

 

 



98 

 

 

 

 



99 

 

 

 

 



100 

 

 

 

 



101 

 

 

 

 



102 

 

 

 

 


