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Perspectivas no uso da microscopia
confocal in vivo na pratica do cirurgiao
dermatoldgico

In vivo confocal microscopy in the daily practice of the der-
matologic surgeon

RESUMO

Novos métodos de imagem, como a tomografia Optica de coeréncia, a ressonancia mag-
nética e a ultrassonografia de alta frequéncia vem sendo desenvolvidos para uso na der-
matologia. Entre estes novos métodos, destacamos a microscopia confocal de reflectancia
in vivo (MCR)) como a que mais tem se difundido nos grandes centros de oncologia cuta-
nea e que recentemente mais tem gerado publicacdes nos grandes periddicos, por permi-
tir resolucdo semelhante a histoldgica. A microscopia confocal in vivo tem encontrado
espaco nas muitas limitacdes que ainda se impdem ao diagndstico dermatoscopico das
neoplasias cutaneas, especialmente lesdes acromicas ou hipopigmentadas, lesdes na face ou
em mucosas. Ainda, alguns estudos tem sugerido grande utilidade na avaliacio de margens
cirtrgicas e na determinac¢io do melhor local para a realizacio de bidpsias excisionais. Este
trabalho prtetende descrever brevemente o funcionamento do microscopio confocal de
reflectancia a laser e discutir algumas perspectivas que despontam para seu uso na pratica
cotidiana do cirurgido dermatolégico.

Palavras-chave: microscopia confocal; detec¢io precoce de cancer; neoplasias cutaneas.

ABSTRACT

New imaging methods, such as optical coherence tomography, magnetic resonance and high frequen-
cy ultrasonography, have been developed for use in dermatology. Among the new methods, in vivo
reflectance confocal microscopy, has presented the fastest growth in large cutaneous oncology centers
and has generated the greatest number of articles in the literature recently, due to its resolution — simi-
lar to histological resolution. In vivo confocal microscopy has been particularly useful given the many
limitations of the dermoscopic diagnosis of cutaneous neoplasias, especially of achromic or hypopig-
mented lesions, lesions in the face or in mucous membranes. Some studies have also suggested consi-
derable utility in the assessment of surgical margins and in determining the best area of the body for
carrying out excisional biopsies. This study briefly describes how the confocal laser reflectance micros-
cope works and discusses some of the issues that arise in its use in the daily practice of dermatologic
surgeons.

Keywords: microscopy, confocal; early detection of cancer; skin neoplasms.
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INTRODUCAO

Melhoras significativas na qualidade de imagens e em sua
aplicabilidade clinica permitem hoje ao cirurgiio dermatologi-
co vislumbrar promissor horizonte no que diz respeito as técni-
cas nio invasivas para diagnéstico e screening dos tumores cuta-
neos.'

Grandes avancos ja foram obtidos com o largo uso da der-
matoscopia, que dos estudos ganhou os consultorios dermatolo-
gicos e tornou-se ferramenta indispensavel na avaliagio de lesdes
pigmentadas. Sabe-se que o uso do dermatoscopio aumentou
significativamente a sensibilidade do exame clinico para o diag-
noéstico precoce do melanoma, aumentando a acuracia do diag-
nostico em até 20%*° em relagio ao exame a olho nu.

As lesdoes melanociticas, todavia, permanecem um desafio
diagnéstico. Frente a possibilidade de melanoma, os ideais 100%
de sensibilidade devem ser sempre almejados. A fim de evitar
procedimentos, biopsias e principalmente cirurgias desnecessa-
rias, a especificidade dos métodos diagnoésticos tampouco pode
ser baixa*’

Com a finalidade de melhorar a acuricia diagndstica, pra-
ticas como a dermatoscopia digital e o mapeamento corporal
total tém sido utilizadas. Essas técnicas permitem a anélise evo-
lutiva de lesdes suspeitas ou de todo o tegumento de pacientes
de alto risco, possibilitando que o diagnoéstico precoce de mela-
noma seja feito com base em anilise pontual, comparativa, da
mesma regiio em momentos distintos.*

Novos métodos de imagem, como a tomografia optica de
coeréncia, a ressonancia magnética e a ultrassonografia de alta
frequéncia, vém sendo desenvolvidos para uso na dermatologia,
ainda no ambito das pesquisas.” Dentre esses novos métodos,
destaca-se a microscopia confocal de reflectancia in vivo (MCR)
como a que mais se tem difundido nos grandes centros de onco-
logia cutanea e que recentemente mais tem gerado publicagdes
nos grandes periddicos, por permitir resolugio semelhante a his-

tologica.”

No Brasil, cunhou-se apenas a ampla expressio
microscopia confocal que, vale ressaltar, pode referir-se a outros
métodos, com finalidades distintas daquela descrita neste texto,
e que na literatura em inglés é denominada In Vivo Reflectance
Confocal Microscopy (RCM).

A microscopia confocal in vivo tem encontrado espago nas
muitas limita¢cdes que ainda se impdem ao diagnodstico derma-
toscopico das neoplasias cutaneas, especialmente lesdes acromi-
cas ou hipopigmentadas. Alguns estudos tém sugerido ainda
grande utilidade na avaliacio de margens cirtrgicas e na deter-
minacio do melhor local para a realizagio de bidpsias excisio-
nais, concretamente nas lesdes extensas faciais.'’

A seguir, descrevemos brevemente o funcionamento do
microscopio confocal de reflectancia a laser e discutimos as pers-
pectivas que despontam para seu uso na pratica cotidiana do
cirurgiio dermatologico.

A microscopia confocal in vivo

Desde sua descri¢io, em 1995, por Rajadhyaksha, a técnica
de microscopia confocal reflectante a laser e suas aplicagdes na
dermatologia tém sido amplamente estudadas. Através desse
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método, tecidos nio processados sio opticamente seccionados e
visualizados com resolugdo e contraste suficientes para permitir
o exame in vivo de lesdes cutaneas em nivel celular, com ima-
gens proximas da histologia de cortes transversais.®

A fonte de luz é laser de 830nm e 35mW de poténcia, que
ilumina zona restrita, sem provocar qualquer dano tecidual.
Conjugado num mesmo plano Optico, um diafragma com
detector recebe apenas os fotons refletidos por aquela por¢io de
tecido em foco. Quanto menor esse diafragma, maior a resolu-
¢do e menor a espessura do “corte” obtido."

A formacio das imagens baseia-se nas diferencas na refle-
x30 da luz proporcionadas pelos diversos componentes da pele,
como consequéncia de distintos tamanhos de estrutura e indices
de refragio (teoria de Mie). Sdo considerados contrastes naturais
a melanina, a queratina e o colageno, pois refletem mais a luz
incidente e aparecem como estruturas brilhantes ao exame."

O microscopio comercialmente disponivel é o Vivascope,
da Lucid Inc. O exame se inicia com a fixa¢io de um anel meti-
lico a pele do paciente e uma imagem dermatoscopica da lesio
¢ tomada com camera dermatoscdpica ja conectada ao aparelho
(VivaCam) (Figura 1). O braco rigido (Vivascope 1500) permi-
te que o microscopio seja acoplado a esse anel de maneira pre-
cisa, seguindo orientacio igual a da foto dermatoscopica, que
assim pode ser utilizada como mapa de navegacio, guiando a
tomada de imagens pelo microscopio nos locais de maior inte-
resse. Esse sistema de fixagio ¢ o que garante a imobilizacio da
pele e a estabilidade da imagem (Figuras 2 ¢ 3).

Imagens horizontais sio registradas nos diversos planos no
tegumento. Para melhor caracteriza¢io e documentagio, é reco-
mendado estudo com imagens seriadas de toda a lesio no nivel
da camada cérnea, da epiderme, da juncio dermoepidérmica e
da derme papilar. Este estudo fornece informagdes relevantes
sobre a arquitetura da lesdo e evidencia locais em que um exame
mais minucioso deve ser realizado.

Figura 1 - Um anel metalico é fixado sobre a pele do paciente e a camera
dermatoscépica do aparelho (VivaCam) é acoplada, para a tomada de ima-
gem dermatoscépica inicial.
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Figura 2 - Apés a aplicagao de gel especifico, o microscépio é acoplado ao
anel metalico por meio de um imé, seguindo a mesma orientacao da
imagem dermatoscopica.

Para cada plano, sio adquiridas imagens adjacentes de 500
x 500pm, formando mosaicos de até 8 x 8mm, representativos
de toda a extensio da lesdo a ser estudada. Os mosaicos obtidos
permitem que se tenha um panorama da lesio e que locais com
maior desorganizacio arquitetural sejam detectados. Nesses
locais, a navegacio vertical permite aprofundar ou superficializar
os cortes Opticos, tornando mais provavel o encontro de padroes
ou estruturas diagnosticas.

No exame de uma lesio melanocitica suspeita a dermatos-
copia, pode-se aprofundar o estudo em zona com estrias radia-
das, ou pseuddpodes, por exemplo, e registrar os ninhos de mela-
nocitos atipicos.'

Em comparac¢io ao exame histopatologico convencional, a
microscopia confocal in vivo apresenta algumas vantagens. Pelo
fato de ser realizada em tempo real, a presen¢a do paciente no
momento do exame pode ser de grande valia. Além de dados da
anamnese ¢ do exame dermatoldgico, que muitas vezes sdo
suprimidos dos pedidos de anatomopatologico, tem-se a dispo-
sicdo toda a lesio — e toda a pele — para estudo imediato, nio
apenas o fragmento de tecido extirpado. Nio ¢ necessario o
processamento ou a coloracio dos tecidos ou a presenca de téc-
nicos ¢ montagem de laminas, e a nio agressio ao tecido estu-
dado permite que a evolucio histologica do processo seja obser-
vada, se assim se desejar. A captacio de imagens em tempo real
permite também avaliagio dinamica dos processos examinados,
sendo possivel a observacio, por exemplo, de fendmenos micro-
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Figura 3 - O aparelho permite a aquisicdo de imagens histolégicas in vivo e
navegacao precisa e estavel por toda a lesdo, de maneira nao invasiva.

vasculares na derme papilar, como o fluxo leucocitario e o rol-
ling de leucocitos aderidos ao endotélio vascular.

A qualidade das imagens e a caréncia de estudos ainda sio,
porém, fatores limitantes ao largo uso da microscopia confocal
para a tomada de decisdes. Dessa maneira, o exame anatomopa-
tologico permanece indiscutivelmente como gold standard para
o diagnoéstico definitivo das lesdes cutaneas.

Aplica¢des da microscopia confocal no cotidiano do cirur-
gido dermatoldgico

Muitas sdo as possibilidades de utilizacio da microscopia
confocal na pratica diaria do cirurgido dermatologico, e, a medi-
da que o estudo do método se aprofunda, novas aplicacdes sio
vislumbradas.

DIAGNOSTICO NAO INVASIVO

O diagndstico ndo invasivo ¢ a fungdo primeira da micros-
copia confocal in vivo. Caracteristicas especificas e nio especifi-
cas da microscopia confocal ja foram descritas para diversos pro-
cessos cutaneos, tumorais e inflamatorios. Critérios diagndsticos
bem definidos s3o aceitos para muitos tumores cutineos, como
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carcinoma basocelular, dermatofibroma,16 nevos, lentigo

maligno e melanoma."”” Aspectos observados a MCR  para

outros tumores ¢ lesdes, como angioma,

queratose seborreica,”
queratose lique-

noide,” acantoma de células claras,” tricoepitelioma,” poroque-

queratose actinica, carcinoma espinocelular,””

ratose,” hiperplasia sebacea™ e micose fungoide™ também foram
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descritos. A maior parte dos grupos de estudos de MCR, con-
tudo, concentra seus esfor¢os para o diagnoéstico diferencial das
lesdes melanociticas. A avaliagio desse tipo de lesio é favorecida
pelo forte contraste proporcionado pela melanina na MCR, que
facilita a observa¢io dos melandcitos.

As limitacdes da dermatoscopia no reconhecimento de
alguns tipos de melanoma denominados featureless (sem estru-
turas) sio conhecidas, ¢ diversos algoritmos foram desenvolvidos
e revisados na tentativa de diminuir os falso-negativos."*
Apesar de nio apresentar pigmento visivel, os melanossomas sio
refriteis na microscopia confocal, fazendo desse método valiosa
ferramenta, complementar ao exame clinico e dermatoscopico
das lesdes acromicas ou hipopigmentadas.

Em muitos desses casos,a MCR tem-se mostrado adjuvan-
te valioso ao diagnoéstico nio invasivo. Nos casos clinica e der-
matoscopicamente equivocos,a MCR contribui incrementando
a suspeita de que se trata de lesio maligna, como, por exemplo,
no caso de melanoma in situ que apresente padrio atipico a der-
matoscopia, porém ainda sem critérios diagnosticos de melano-
ma (aumento da sensibilidade).” Naqueles casos de lesio clinica
e dermatoscopicamente sugestiva de benignidade,a MCR pode
aumentar a certeza de que se trata de lesio benigna, como no
caso de nevo composto, queratose liquenoide ou angioma trom-
bosado (aumento da especificidade).” Nas lesdes incaracteristi-
cas, com tamanho muito reduzido ou com padrio “sem estru-
turas”, a MCR pode fornecer informagdes complementares e
relevantes para o diagnoéstico, impactando a abordagem cirtirgi-
ca.9 A abordagem de lesdes na face e em mucosas, locais em que
a dermatoscopia ¢ desafiadora, também se beneficia com esse
método.39 Dessa maneira, muitas bidpsias diagndsticas desne-
cessarias podem ser evitadas, e abordagem terapéutica ja mais
assertiva pode ser instituida desde o inicio, nos casos pertinentes.

Realizou-se anilise multivariada de todos os parametros
visualizados pela microscopia confocal, e, com base naqueles que
se mostraram estatisticamente significativos na diferenciag¢io de
nevus e melanomas,40 foram estabelecidos algoritmos diagnos-

ticos. Na série de Barcelona,”

encontram-se dois critérios pro-
tetores ou negativos de melanoma (papilas dérmicas bem deli-
mitadas por células refrateis ou edged papillae, e células tipicas
na camada basal), e dois critérios positivos para melanoma (célu-
las pagetoides redondas intraepidérmicas e células atipicas den-
tro das papilas dérmicas). Estabelecendo ponto de corte em -2
benignidades, e a partir de -1, 0, 1,2 - maligno, obtem-se sensi-
bilidade de 100% (se detectam todos os melanomas) com espe-
cificidade de 57% (reduzindo 57% das extirpac¢des de lesdes cli-
nica e dermatoscopicamente duvidosas).

O algoritmo do grupo de Mddena avalia parametros equi-
valentes na derme e epiderme, mas estabelece critérios maiores
e menores; ao examinar série de 351 lesdes, Pellacani e colabo-
radores alcangam menor sensibilidade com maior especificidade.

SEGUIMENTO POS-OPERATORIO

Da possibilidade de realizar o diagndstico primario das
neoplasias cutaneas, a deteccio de eventuais recorréncias locais
apds excisdes cirtrgicas é uma consequéncia.
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O beneficio dessa aplicacio da MCR ¢ evidente em mui-
tas situacdes, em especial nos casos de tumores recidivantes,
como o Paget extramamario."

No caso dos carcinomas basocelulares excisados com mar-
gem lateral comprometida, por exemplo, o acompanhamento
com MCR traz mais seguranc¢a ao cirurgido e ao paciente para
se optar pela conduta expectante e permite a detec¢io precoce
de recidiva, que é esperada em cerca de 27% dos casos de res-
sec¢do incompleta, estando livres as margens profundas.®

RESPOSTA A TERAPEUTICAS CONSERVADORAS E
CONTROLE DE TRATAMENTO

As modalidades terapéuticas nio invasivas foram muito
bem recebidas pelos cirurgides dermatoldgicos, que hoje as
empregam largamente para diversas neoplasias, seja na realizagio
da terapia fotodinamica, na utilizagdo do imiquimod ou fluou-
racil topico, ou mesmo da fototerapia. Essas modalidades de tra-
tamento poupam o paciente de procedimentos invasivos, consi-
deravelmente dolorosos, por vezes nio factivels pela extensio e
localizagio das lesdes, e de cicatrizes inestéticas.

Antes da MCR, no entanto, o sucesso terapéutico dessas
intervengdes s6 poderia ser comprovado por exame anatomopa-
tologico, realizado através de bidpsia de pele.

Recentemente, estudo com 72 pacientes com carcinomas
basocelulares histologicamente comprovados, submetidos a
cirurgia micrografica de Mohs e imiquimod tépico adjuvante e
seguidos com MCR, mostrou concordincia com a histopatolo-
gia e maior valor preditivo positivo do que o exame clinico iso-
lado para o controle de tratamento.”

Para o controle de tratamento de lentigo maligno e quera-
toses actinicas com imiquimod a 5%, a MCR também parece ser

ferramenta de grande utilidade.”*

ZONAS ACTINICAS CANCERIZAVEIS

Para a avaliacio de zonas actinicas cancerizaveis, a micros-
copia confocal vem preencher importante lacuna na pratica dia-
ria do cirurgiio dermatoldgico. A pele idosa, com muitos sinais
de dano actinico, cicatrizes de procedimentos prévios ou poi-
quilodermia ¢ de dificil manejo, e identificar neoplasias inci-
pientes nesse tipo de pele, com zonas denominadas cancerizaveis
constitui desafio. Ainda que se valendo da dermatoscopia, a dis-
tin¢do entre queratose actinica, carcinoma espinocelular invasi-
vo, doenca de Bowen, carcinoma basocelular, queratose lique-
noide e dermatite seborreica, nessas areas, pode muitas vezes
recair apenas na histopatologia.

A utilidade da MCR para avaliagio desse tipo de pele tem
sido ressaltada em estudos recentes, principalmente na atualida-
de, com o incremento de opgdes terapéuticas nio invasivas e
preventivas em areas com intenso dano solar.*

MAPEAMENTO DE MARGENS CIRURGICAS IN VIVO

Nio raro, a determinacio precisa das fronteiras entre a pele
normal e o tecido tumoral pode ser de impossivel estabeleci-
mento clinico. Lesdes do tipo lentigo maligno e lentigo malig-

Surg Cosmet Dermatol 2011;3(4):338-44.
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no melanoma, carcinoma basocelular nio pigmentado ou escle-
rosante, melanoma amelandtico, entre outros, podem apresentar
bordos mal definidos ou mesmo confundir-se com a pele adja-
cente, actinicamente lesada. Ainda, em alguns casos de neoplasias
cutaneas previamente operadas e recidivadas, a presenca da cica-
triz ¢ o crescimento irregular do tumor também dificultam a
avaliagdo precisa dos limites da lesdo.

Nesses casos, a MCR parece ter grande valor para o plane-
jamento cirargico, como sugere estudo no qual a MCR mos-
trou acurdcia superior a do exame com a limpada de Wood e a
da dermatoscopia, e comparavel aos resultados de histopatologia
para melhor delineamento de margens de LMM.**

Os pontos para a realizacio do exame devem ser seleciona-
dos com base no exame clinico, dermatoscopico ou também
com o auxilio da liampada de Wood. A delimitacio mais precisa
das margens pode ser feita com bidpsias por punch, guiadas pela
MCR, com a vantagem de estas tltimas serem feitas em pontos
pré-selecionados e em menor quantidade, e confirmaveis por
imuno-histoquimica.”’*

Recentemente foi relatado o uso da MCR para avaliagio
de margens cirtrgicas em doenga de Paget extramamaria.*

O exame intraoperatério de margens em shavings foi des-
crito no ano passado por grupo de Nova York que empregou o
cloreto de aluminio a 35%, tal como utilizado com a finalidade
de hemostasia, para real¢ar o contraste das estruturas in vivo.49

A MCR também tem sido apontada como mais uma fer-
ramenta util ao cirurgidio de Mohs, tanto in vivo, como ex

VlVO 50-52

SELECAO DO MELHOR LOCAL PARA BIOPSIA

A representatividade das bidpsias incisionais ¢ preocupagio
pertinente na pratica cotidiana do cirurgido dermatologico. Para
que se tenha diagndstico acurado e definitivo, além de adequa-
do processamento do tecido e da correta interpretacio do pato-
logista, ¢ essencial que o material enviado para analise seja repre-
sentativo do processo em questio.’

Em se tratando de lesdes extensas e com possiveis focos
isolados de alteracdes que de fato permitam o diagndstico, o
questionamento sobre o melhor ponto a ser biopsiado é impres-
cindivel.

Os casos em que a extensdo ou localizagio da lesio tumo-
ral inviabilizam a realizacio de bidpsia excisional como aborda-
gem inicial constituem também desafio a realizagio de bidpsia
incisional. Miculas hipercromicas isoladas na face de idosos, por
exemplo, comportam os diagndsticos de lentigo solar, lentigo
maligno ou mesmo lentigo maligno melanoma. Uma lesio de
lentigo maligno melanoma pode apresentar caracteristicas histo-
logicas dessas trés entidades, em pontos distintos. A dermatosco-
pia da face, pela retificacido dos cones epiteliais e poiquilodermia
propria do dano actinico pode mostrar-se dificil, e nesses casos
a MCR pode ser muito atil para auxiliar na escolha do melhor
local para biopsia.*™
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Apds a confirmac¢io do diagnéstico,a MCR ainda pode ser
utilizada para seguimento e controle de tratamento, caso a opgao
seja uma modalidade terapéutica nio invasiva.**

Lesdes de micose fungoide também podem constituir
desafio, e muitas biopsias podem ser necessarias antes que o
diagnoéstico possa ser confirmado. Através da MCR, podemos
encontrar e biopsiar focos de altera¢des epidérmicas mais signi-
ficativas, com eventuais microabscessos de Pautrier, incremen-
tando muito a probabilidade de conseguir exame anatomopato-

loégico conclusivo.”

CONSIDERAGOES FINAIS

A microscopia confocal in vivo desponta hoje como ferra-
menta promissora e versatil para auxiliar o cirurgido dermatol6-
gico no diagnéstico e abordagem dos tumores cutaneos. Em
comparag¢io com a dermatoscopia, aumentou comprovadamen-
te a sensibilidade e especificidade no diagnostico das lesdes
melanociticas clinica e dermatoscopicamente duvidosas, e tem
sido estudada em intimeras outras aplicacdes. E relevante frisar,
no entanto, que a histopatologia tradicional permanece gold
standard para o diagndstico definitivo das lesdes cutaneas.

O método apresenta ainda muitas limitacdes, que vém
sendo reduzidas ao passo que cada vez mais estudos sdo realiza-
dos, e o aparelho, melhorado. Em 2007, foi organizado consen-
so para uniformizar os conceitos, e, em 2009, um estudo via
internet com seis centros de referéncia para avaliar a reproduti-
bilidade dessa terminologia.” >

O exame de lesdo tnica leva de cinco a 15 minutos. A cli-
nica e a dermatoscopia sdo essenciais para triar o que deve ser
examinado pela MCR, e lesdes com poucas alteracdes nessas
analises iniciais tém maior probabilidade de apresentar menos
achados caracteristicos na MCR.*

Outra importante limitacio, a ser transposta com a melho-
ria técnica num futuro proximo, ¢ a visualizagio da derme, uma
vez que a reflexio da luz s6 permite visualizagio até a profun-
didade de 350um, ou seja, derme papilar ou reticular superficial.

No entanto, enquanto a dermatoscopia provavelmente ja
alcancou o potencial de acuracia diagndstica inerente a0 méto-
do, espera-se da MCR grandes avan¢os nos proximos anos.'
Assim como a dermatoscopia, esperamos que ganhe a pratica do
dermatologista como método auxiliar no diagnoéstico e trata-
mento das neoplasias cutaneas.
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