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Microscopia confocal reflectante aplicada ao diagnéstico do
melanoma cutaneo

Reflectance confocal microscopy in the diagnosis of cutaneous melanoma

Cintia Rito’ Juan Pineiro-Maceira’

Resumo: O melanoma cutaneo é um problema de satide publica a nivel mundial. Sua incidéncia tem
aumentado, de forma marcante, nos Gltimos anos, e o diagnéstico e excisao precoces sio essenciais para
o bom prognéstico dos pacientes. Neste contexto, a dermatoscopia ganhou grande importancia, nas ulti-
mas duas décadas, melhorando, de forma significativa, a acuracia do diagnoéstico do melanoma, em esta-
gios iniciais. Porém, existem algumas lesoes benignas que apresentam dermatoscopia duvidosa, levando
a realizacio de cirurgias desnecessarias. Mais recentemente, a microscopia confocal reflectante vem
sendo introduzida como método diagndstico auxiliar promissor, por ser um exame nio-invasivo, realiza-
do in vivo, de forma simples, indolor e de ripida execucio. E a unica técnica capaz de identificar estru-
turas celulares e examinar a epiderme e a derme papilar, com resolu¢ao semelhante a da histopatologia,
com uma sensibilidade de 97,3%, e especificidade de 72,3% para o diagndstico do melanoma cutineo.
E uma importante ferramenta diagnéstica, visto que nio substitui o exame histopatolégico realizado no
pOs-operatério, mas permite a abordagem racional das lesdes com dermatoscopia duvidosa, evitando
procedimentos cirurgicos desnecessarios.
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Abstract: Skin melanoma is an international public health issue, with a considerable increase in fre-
quency over the past few years. Early diagnosis and excision are essential for good patient prognosis.
Over the past two decades dermoscopy has gained significance due to a major improvement in the accu-
racy of skin melanoma diagnosis in its early stage. However, there are some benign lesions of question-
able dermoscopy, which may lead to the performance of unnecessary surgery. Recently, reflectance con-
focal microscopy has been introduced as a promising supplementary diagnostic method. It is a non-
invasive, in vivo, simple, painless and quick exam. It is the only technique capable of identifying cellu-
lar structures and to examine the epidermis and papillary dermis with a resolution similar to that of
histopathology, with a sensitivity of 97.3% and specificity of 72.3 % in the diagnosis of cutaneous
melanoma. This is an important diagnostic tool, because it does not substitute post-surgical histopatho-
logical examination and allows for the rational assessment of lesions of questionable dermoscopy, thus
avoiding unnecessary surgical procedures.
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INTRODUCAO
O melanoma e o ciancer de pele nao-melanoma
sao, hoje, os mais comuns tipos de cincer na popula-

Existe uma forte correlagao inversa entre: a taxa
de sobrevida e a espessura do tumor, ji que nao exis-

cao de cor branca, segundo alguns autores.! Ambos os
tumores tém demonstrado um aumento de incidén-
cia, em todo o mundo. O melanoma cutineo é o can-
cer o qual cresce mais rapidamente na populacao cau-
casiana, e sua morbidade tem aumentado dramatica-
mente, nos Ultimos anos. 15
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tem terapias efetivas, curativas para o melanoma avan-
cado. O diagndstico precoce e a excisao sao essenciais
para reduzir a morbidade e aumentar a sobrevida do
paciente. >8 Ha relatos de que este aumento de inci-
déncia se deva, principalmente, a crescente detecgao
de melanomas iniciais (com espessura menor). O
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aperfeicoamento dos métodos diagnoésticos torna fre-
quente a identificagao de pacientes de baixo risco
(isto é, com espessura de Breslow menor que
0,76mm) e esta € a principal razio para que nao haja
alteracio na taxa de mortalidade relacionada a esta
neoplasia. 29

A preocupacao em realizar o diagndstico preco-
ce dessas lesoes estimula o desenvolvimento constante
de diferentes técnicas diagnosticas nao-invasivas. 10,11

O desenvolvimento da dermatoscopia, como
método auxiliar diagndstico, possibilitou o aumento da
acuracia diagnéstica do melanoma, em até 90%,1213
com uma maior sensibilidade e especificidade, em com-
paracio ao diagnéstico clinico isolado.>.14 E hoje, con-
tamos também com o auxilio da microscopia confocal,
modo reflectante. 15

De todos os novos métodos na diagnose nao-
invasiva, a microscopia confocal, modo reflectante, é a
Unica técnica que permite o exame da epiderme e
derme papilar, com resolucio préoxima a do exame
histopatolégico, identificando estruturas microanato-
micas e células individuais com alta resolugao.16.17
Imagens confocais tém sido avaliadas como qualitati-
vamente € quantitativamente, correspondentes a cor-
tes histoldgicos horizontais. 11,18-24

A microscopia confocal, modo reflectante, e a
dermatoscopia obtém imagens no plano horizontal.
Isto facilita a correlacdo entre as imagens obtidas nos
dois exames, ja tendo sido descrita a correlacao entre
alguns padroes globais e locais dermatoscopicos e
suas caracteristicas microscopicas confocais.25-28

HISTORICO

O microscopio confocal foi inventado por
Marvin Minsky em 1957.10.29.30 Entretanto, foi necessa-
rio o desenvolvimento de uma fonte de luz adequada
e tecnologia computadorizada, para que fosse possivel
a sua utilizagao na pele humana, in vivo. O primeiro
relato do uso do microscépio confocal modo reflectan-
te in vivo, na pele humana, ocorreu em 1995. 31

Avaliacao Diagnéstica com a Microscopia
Confocal Reflectante

Esta nova metodologia diagndstica apresenta
inameras vantagens - como permitir a identificacao
instantanea das estruturas da pele, por ser um proce-
dimento nao-invasivo, realizado in-vivo, indolor, nao
causando dano tecidual. A pele nao ¢é alterada por
processamento do material, minimizando a ocorrén-
cia de artefatos; os dados sio coletados em tempo
real, permitindo a analise rapida da lesio em questao,
e o exame pode ser repetido no sitio da pele, em
questao inameras vezes. Dessa forma, podem-se ava-
liar alteragoes que ocorram na lesao, de forma dinami-
ca, como em resposta a alguma terapia utilizada, e as
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bordas da lesio podem ser avaliadas in vivo, permitin-
do um melhor planejamento cirdrgico.3234 Com o
incremento da teledermatologia, este exame podera
ser analisado por diversos especialistas, com relativa
facilidade, e o tempo necessario para a sua realizacao
nao € superior a0 necessario para a realizacao da der-
matoscopia digital.10,11,31,16

Contudo, uma das limitacbes da microscopia
confocal, modo reflectante atual, é a possibilidade de
analisarmos as estruturas microanatOmicas, somente
até a profundidade de 350 um, o que significa, geral-
mente, o alcance apenas até a derme papilar. Por isso,
alteracoes na derme reticular e os tumores que inva-
dem a profundidade nio podem ser avaliados adequa-
damente.1¢ Entretanto, em dreas onde a epiderme
apresenta pouca espessura, parte da derme reticular,
pode também ser avaliada.

Diversos tipos de aparelhos ji foram fabricados
e dois modelos foram comercializados recentemente:
o vivascope 1500 (Figura 1), em 2000, e o vivascope
3000, em 2006. Este possui uma pistola que facilita a
realizacao do exame.

O vivascope utiliza o laser de diodo, com com-
primento de onda de 830 nm e lentes objetivas de
30x, com abertura numérica de 0,9 com. O que conse-
guimos uma resolucido lateral de 1-2 um e resolucio
axial de 3-5 um. A penetracio da profundidade da
imagem varia de 200-500 um (em média 350 um), per-
mitindo a visualizagao da epiderme e derme superior.
A poténcia do laser é menor que 30 mW e nao causa
dano a pele ou aos olhos.11,31,16

Este aparelho emite uma luz que ilumina um
pequeno ponto, no interior do tecido. Esta é refletida,
e passa através de uma pequena abertura, chamada

FIGURA 1:
Vivascope 1500
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“pinhole” e, a seguir, a imagem é formada no detec-
tor. Esta abertura ndo permite que a luz refletida
(reflectante), a partir de outro ponto do tecido, alcan-
ce o detector. Desta forma, somente a luz refletida, a
partir da regiao que estid no foco (confocal), é detec-
tada. Para se criar a imagem da lesdao inteira, cada
ponto é “escaneado”. 31

O instrumento utiliza lentes objetivas, de imer-
sao em agua, sendo o indice de refragio da agua e o
da epiderme.134 Isto minimiza aberracOes esféricas,
porque também é utilizado gel a base de dgua, como
meio de imersao, particularmente, se a lesao for des-
camativa ou hiperceratética, pois o gel reduz as irre-
gularidades da refracao.

O exame ¢ realizado de forma simples, indolor
e rapida. Utilizamos um anel de metal, sendo fixado
na pele do paciente, com o auxilio de um adesivo. No
interior deste anel, adicionamos agua ou gel, logo
ocorre a fixacao deste anel ao aparelho, por meio
magnético.

Existem trés diferencas basicas da microscopia
confocal, em relacao a rotina histolégica convencio-
nal: na microscopia confocal, as imagens sao obtidas
no sentido horizontal da lesio, enquanto na histolo-
gia convencional, os cortes sao realizados no sentido
vertical. Essas imagens sao obtidas em uma escala de
cinza, semelhante as que ocorrem nas radiografias. 31
Além disto, podemos obter imagens estaticas e dina-
micas da pele, estas podem ser gravadas em um video-
tape de 20-30 Hz, demonstrando eventos como o
fluxo sanguineo. 31

As imagens sio formadas pelo microscopio
confocal através de diferentes tons de brilho. O meca-
nismo de contraste de brilho, na microscopia confo-
cal, é causado por diferencas na refracao da luz. Na
escala de cinza da microscopia confocal, as estruturas
surgidas com maior brilho possuem um alto indice de
refracio, comparadas com as estruturas ao seu redor.
Componentes da pele, com alto indice de refracao
sao: melanina (n=1,72), queratina (n=1,51) e colage-
no (n=1,43). Esses componentes aparecem brilhan-
tes, circundados pela epiderme (n=1,34) e derme
(n=1,41). 10

Exame da pele normal

Para interpretarmos as imagens da pele anor-
mal, é necessario familiarizar-se com a aparéncia da
pele normal. Na histologia da pele normal, a epider-
me é composta primariamente de: ceratindcitos e
uma menor populacio de células dendriticas; sendo
os melandcitos e as células de Langerhans. A derme ¢é
composta por: vasos sanguineos, nervos, células infla-
matorias e fibroblastos envolvidos por fibras de cola-
geno e elastina. A derme papilar forma projegoes para
o interior da epiderme, chamadas papilas dérmicas. O

An Bras Dermatol. 2009;84(6):636-42.

ponto de encontro entre a epiderme e a derme ¢é cha-
mado de: jungao dermo-epidérmica. Na epiderme, os
ceratindcitos se diferenciam para constituirem quatro
camadas distintas. A microscopia confocal, modo
reflectante, permite a identificacdo de cada uma des-
tas camadas baseada em caracteristicas arquiteturais e
citolégicas, bem como, na medicao da profundidade
do corte, a qual se relaciona a localizagio de cada
camada.10,31

A camada cérnea é a mais superficial da epider-
me, na qual se encontra a 0-15 um de profundidade, e
€ composta por ceratindcitos achatados, anucleados.10
Esta camada varia de espessura, dependendo do sitio
anatémico e da exposicio solar. A microscopia confo-
cal, ela produz uma imagem brilhante.31.17 Grandes
cornedcitos (25-50um), poligonais, anucleados sao vis-
tos. Os dermatoglifos aparecem como vales lineares
escuros entre grupos de cornedcitos (Figura 2).10,31

A camada granulosa encontra-se a 10-20 um de

FIGURA 2: Camada Cérnea compostas por cornedcitos
poligonais, anucleados

FIGURA 3: Camada Granulosa composta por ceratindcitos dispostos
no padrio em favo de mel
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profundidade e é composta por ceratindcitos poligo-
nais, contendo granulos de cerato-hialina, no citoplas-
ma e nucleo grande e oval. A microscopia confocal,
este ceratindcito mede de 25-35 um e se apresenta
como uma célula achatada, com darea oval central
escura, correspondendo ao nucleo, circundada por
citoplasma brilhante e granuloso. Comumente no
interior do nacleo escuro, € visto um pequeno ponto
central branco: o nucléolo. O citoplasma aparece bri-
lhante, por conta das numerosas estruturas, com indi-
ce de refracao de 0,1-1um, correspondendo as orga-
nelas e aos granulos de cerato-hialina. Os ceratindci-
tos possuem as bordas bem demarcadas e estao dis-
postos em padrao de favo de mel (Figura 3).10,11,31

A camada espinhosa encontra-se a aproximada-
mente 20-100um de profundidade, a partir do estrato
corneo, no qual apresenta aproximadamente 5 a 10
ceratinocitos em sua espessura, com formato poligonal
e, progressivamente, achatam-se em direcao a superfi-
cie. Ao exame, estes possuem aproximadamente 15-25
um de dimensao, com forma poligonal, contendo uma
area central escura oval ou redonda, correspondendo
ao nucleo, e um citoplasma de contorno brilhante.
Estes ceratindcitos apresentam a borda claramente
demarcada e estio dispostos em padrio de favo de
mel, como na camada anterior (Figura 4).10,31

A camada basal é encontrada a aproximadamen-
te 40-130 um de profundidade, a partir da superficie.
E uma camada composta de somente uma fileira de
ceratinécitos colunares, na qual contém melandécitos
distribuidos de forma regular; em proporcao de apro-
ximadamente 1 melandécito para 10 ceratindcitos. A
melanina é a maior fonte de contraste na epiderme
para a microscopia confocal modo reflectante. Os
ceratinocitos aparecem como células brilhantes,
medindo em torno de 7-12 um. Quando obtemos uma

FIGURA 4: Camada Granulosa composta por ceratindcitos dispostos
no padrio em favo de mel

imagem um pouco mais profunda: a por¢io suprapa-
pilar, da juncao dermoepidérmica, aparece como
anéis de células basais, circundando a papila dérmica
escura, a qual frequentemente demonstra fluxo san-
guineo e colageno.1031 Esse padriao papilar oval é
caracteristico das lesoes benignas (Figura 5).

A deteccao dos melanocitos normais s6 € possi-
vel raramente, ja quando sao identificados, apresen-
tam-se como estruturas ovais ou redondas, na juncio
dermoepidérmica e com ramificacbes externas,
podendo corresponder aos seus dendritos.3! Do quar-
to dia ao oitavo dia, apds a exposicao solar, os mela-
nécitos dendriticos podem ser melhores observados,
isto ocorre porque o brilho nas capas de melanina, na
camada basal, diminui. A partir do vigésimo nono dia,
o intenso brilho das capas de melanina reaparece,
impedindo, novamente, a visualizagao destes melano-
citos.1135

A juncao dermoepidérmica é composta pelas
cristas epidérmicas e papilas dérmicas, e corresponde
ao ponto de unido entre a epiderme e a derme. A
derme papilar encontra-se a 50-150 um de profundi-
dade, e inclui a papila dérmica e uma pequena cama-
da, abaixo da papila dérmica, indo até o plexo vascu-
lar superficial. Ela aparece escura, com fibras colage-
nas cinzas, e é circundada por um anel de ceratindci-
tos brilhantes. As fibras colagenas podem aparecer
como uma malha reticulada de fibras, medindo 1-5
pum de didmetro (Figura 6), ou como bandas brilhan-
tes medindo 5-25 um de diametro (essas bandas sio
mais caracteristicas da derme reticular). Com o artifi-
cio da captura por video, podemos ver o fluxo sangui-
neo através dos capilares. 10

A derme reticular situa-se entre: o plexo sangui-
neo superficial e o subcutineo, a uma profundidade
maior que 150 um. A microscépia confocal, modo

FIGURA 5: Junc¢ao dermo-epidérmica
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FIGURA 6:
Derme papilar,
apresentando
fibras

coldgenas finasa

reflectante, ¢ de dificil visualizacao, com excecao da
sua porcao superior, sendo vista em algumas situa-
¢oes especificas. Quando vista, ela revela bandas
espessas de coldgeno, de coloracdo cinza, arranjadas
em um padriao fascicular, entremeado por lumens
escuros, correspondendo a vasos sanguineos, € pou-
cas células brilhantes, correspondendo a células infla-
matdrias.10

Caracteristicas microscopicas confocais
relacionadas ao melanoma

No diagnostico do melanoma cutaneo, pode-se
alcancar uma sensibilidade de 97,3% e uma especifici-
dade de 72,3%.36 Os critérios utilizados para realizar
este diagnostico sao: 15,36-40

FIGURA 7: Melandcitos atipicos ao nivel da camada basal (células
redondas brilhantes com nucleo escuro) e perda do contorno
papilar normal

An Bras Dermatol. 2009;84(6):636-42.

FiGura 8: Infiltracao pagetoéide- presenca de melandcitos atipicos
(células redondas brilhantes com nicleo escuro) nas camadas
superiores

” 5 F . B 5 &
FIGURA 9: Estrutura cerebriforme em derme papilar

- Atipia citologica importante na camada basal
(Figura 7);

- Perda do contorno oval das papilas na juncio
dermo-epidérmica (Figura 7);

- presenca de células arredondadas, brilhantes
nas camadas superficiais (Figura 8);

- células melanociticas em franca ascengao
pagetoide por toda a lesdao. Sao células pleomorficas,
nucleadas com citoplasma brilhante;

- grupamentos celulares confluentes, com célu-
las pouco brilhantes, configurando um aspecto cere-
briforme caracteristico, no interior da derme papilar
(Figura 9);

- presenga de células isoladas, nucleadas, no
interior da derme papilar, correspondendo a melané-
citos (Figura 10).
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CONCLUSAO

A microscopia confocal ¢ uma metodologia pro-
missora, através da qual poderemos compreender
inimeros aspectos patolégicos e fisiologicos cuta-
neos. E capaz de examinar a epiderme e derme, ava-
liando suas estruturas teciduais em tempo-real, moni-
torando processos dinamicos. Suas aplicagoes
incluem a pesquisa clinica, bem como o diagnédstico
de diversas condicoes, inclusive o melanoma cutaneo
com sensibilidade de 97,3% e especificidade de 72,3%
nesta doenca. Sendo, desta forma, uma importante
ferramenta diagnostica, auxiliar a dermatoscopia e a

histopatologia. d
. e 5
FIGURA 10: Melandcitos atipicos (células redondas brilhantes com
nucleo escuro) isoladas no interior da derme papilar
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