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RESUMO

Objectivo: Analisar o contributo da microscopia confocal in vivo para o diagndstico e follow-
-up de neoplasias conjuntivais intraepiteliais.

Métodos: Avalidmos 5 doentes com neoplasia conjuntival intraepitelial unilateral com o Hei-
delberg Retina Tomograph II, Rostock Cornea Module. Trés doentes foram submetidos a ex-
cisdo com crioterapia adjuvante, um doente a excisao com crioterapia adjuvante e ciclos de
IFN-a2b e um doente a excisdo simples e ciclos de IFN-a2b. As imagens de microscopia con-
focal foram comparadas com a histologia das mesmas lesdes. O follow-up clinico, através de
fotografias do segmento anterior, foi comparado com os achados da microscopia confocal.
Resultados: Trés dos doentes foram identificados histologicamente como neoplasia intraepite-
lial de alto grau e dois como carcinoma in situ. As caracteristicas histologicas descritas correla-
cionam-se bem com as visiveis a microscopia confocal: alteragdo da estrutura do epitélio com
acantose, disqueratose, pleomorfismo celular, aumento da refletibilidade celular e nuclear, com
relagdo ntcleo/citoplasma aumentada e por vezes binucleag@o. A lesdo é bem delimitada e os
plexos nervosos sob a lesdo ndo sdo visiveis. A microscopia confocal identificou 1 recidiva e
demonstrou-se Gtil na monitorizagdo da resposta ao tratamento.

Conclusio: A microscopia confocal in vivo pode ter um papel importante ndo s6 no diagnéstico
inicial como também na detegdo de recidivas e na avaliagdo da resposta ao tratamento, de uma
forma minimamente invasiva.

INTRODUCAO

A neoplasia conjuntival intraepitelial (CIN) traduz uma
lesdo pavimentosa conjuntival e/ou corneana com carac-
teristicas displasicas em parte (neoplasia intraepitelial de
baixo e alto graus) ou em toda a espessura do epitélio (car-
cinoma in sifu). E o tumor ocular primério mais frequente,
estando descritos varios factores de risco: exposi¢do prolon-
gada a luz UV, exposi¢ao ao fumo do tabaco e a derivados
do petrdleo, infe¢do a papilomavirus (tipo 16 e 18), HIV,

HSV, xeroderma pigmentoso, ser portador de lentes de con-
tato ou ter efetuado transplante de células estaminais®3*!2,
O quadro clinico tipico®**!? deste tipo de neoplasias ¢é
um doente com mais de 60 anos, do sexo masculino, com
queixas de irritagdo ocular ou de tumefagdo ¢ com uma
lesdo de localizag@o interpalpebral e limbar de crescimento
progressivo e lento e com um dos 3 padrdes morfologi-
cos: gelatinoso, papilomatoso ou leucoplasico. O diag-
nostico diferencial destas lesdes pré-malignas com lesdes
benignas e malignas por vezes ndo ¢ facil. A histologia ¢
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considerada, por isso, o gold-standard para o diagndstico®’.
O tratamento classico desta patologia ¢ a excisdo cirirgica
alargada com crioterapia adjuvante''?. A recidiva apés a
excisdo cirirgica ocorre mais frequentemente nos primei-
ros dois anos, variando a taxa, entre os estudos publicados,
entre 5 a 53%%2, dependendo da existéncia ou ndo de mar-
gens livres. Em lesdes de grande extensdo e em recidivas, a
excisdo cirtrgica pode induzir insuficiéncia limbar e lesdes
cicatriciais da superficie ocular externa®'?. Outras alterna-
tivas terapéuticas tém sido desenvolvidas, tanto para o tra-
tamento primario (isolado ou adjuvante) como para o trata-
mento da recidiva. Recentemente os estudos tém evoluido
na direg@o da terapéutica topica, nomeadamente com Mito-
micina C, 5-Fluorouracilo e Interferdao a2b (INF-a2b)!79!,
O tratamento com INF-a2b tem-se demonstrado eficaz (taxa
de recidiva de 3,7-12%), com efeitos adversos minor e que
remetem com a cessagdo terapéutica®'>. Recentemente foi
também publicado um estudo sobre o tratamento primario
destas lesoes com INF-a2b + acido retindico com resulta-
dos promissores’.

O seguimento ¢ efetuado clinicamente com fotografias
seriadas do segmento anterior.

A microscopia confocal permite a visualizacdo in vivo de
imagens de alta resolucao e ampliag@o da superficie ocular,
obtendo-se imagens en face a um nivel quasi-histologico.

O objetivo deste estudo foi analisar o contributo da
microscopia confocal in vivo para o diagndstico e segui-
mento de neoplasias conjuntivais intraepiteliais.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo observacional de 5 doentes com
neoplasia conjuntival intraepitelial unilateral seguidos em
Consulta de Cornea e Transplantes do Centro Hospitalar
Lisboa Central, Portugal.

A metodologia seguida na condugao deste trabalho con-
sistiu na analise demografica ¢ clinica deste grupo de doen-
tes e ainda na avaliagdo por microscopia confocal e analise
histologica das lesdes corneo-conjuntivais.

A nivel demografico foram avaliadas as variaveis:
idade, sexo e profissdo.

A nivel clinico as varidveis estudadas foram: localiza-
¢do anatomica do tumor, meridiano de localiza¢do, morfo-
logia clinica e vascularizacdo anéomala. As fotografias do
segmento anterior foram obtidas com a Tagaki S10-15 CCD
TV camera adaptada na Tagaki slitlamp microscopy SM-70,
com as amplia¢des de 10, 16 e 25X.

Ao nivel da microscopia confocal foram estudadas as
seguintes varidveis: acantose, paraqueratose, pleomorfismo
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e densidade celulares, refletibilidade celular e nuclear, rela-
¢do nucleo/citoplasma, limites da lesdo e a presenga de
plexos nervosos sob a lesdo. A microscopia confocal foi
efetuada sempre pelo mesmo operador com o Heidelberg
Retina Tomograph II, Rostock Cornea Module. O olho foi
anestesiado com uma gota de oxibuprocaina a 0,4%. A
objectiva foi imersa num gel oftalmico de carbémero 980 a
0,2% colocado num cap estéril de PMMA. O doente ¢ sen-
tado, colocando a regido frontal e mentoniana nos apoios.
O cap estéril ¢ aplicado sobre a superficie ocular a anali-
sar e o controlo x-y-z ¢ feito manualmente, ajustando-se
a localizacdo do olho através de uma imagem em tempo
real proveniente de uma cadmara acoplada. As imagens sdo
obtidas com ajuda de um pedal, cobrindo cada imagem
400pmx400pum de area, com uma resolugdo Optica trans-
versal de 2um e longitudinal de 4pum. A fonte luminosa ¢
um laser de diodo com comprimento de onda de 670nm.

A excis@o cirurgica foi realizada com margens de
4-5mm, com a técnica “no-touch” com posterior aplicagdo
de crioterapia em todas as margens cirurgicas. Em dois doen-
tes foi necessario tratamento com INF-a2b topico, tendo-se
utilizado a concentrag¢@o de 3.000.000 U/ml, 1 aplicago 4x/
dia até 1 més apds resolugdo clinica documentada por foto-
grafia de segmento anterior e microscopia confocal.

O exame anatomo-patoldgico foi realizado com colo-
racdo hematoxilina-eosina com ampliacdes de 40x, 100x e
400x. As imagens in vivo e ex vivo foram comparadas.

O seguimento clinico foi realizado aos 1, 3 ¢ 6 meses,
com fotografias do segmento anterior. Os achados clinicos
e os obtidos a microscopia confocal foram comparados.

RESULTADOS

Dados demograficos (tabela 1): Quatro doentes eram do
sexo masculino (81, 81, 84 e 88 anos) e um do sexo femi-
nino (64 anos). As profissdes dos doentes eram: dois pro-
fessores, um agricultor, um bibliotecario e um engenheiro.
Nao foi confirmado a presenca de outros fatores de risco
além da exposi¢@o prolongada a luz UV.

Tabela 1| Dados demograficos dos doentes.

Doente Idade (anos) Sexo Profissao
1 84 3 Engenheiro
2 64 Q Agricultor
3 81 3 Professor
4 88 3 Professor
5 81 3 Bibliotecario
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Tabela 2| Dados clinicos dos doentes.

Doente Olho | Localizacdo | Meridiano Aparéncia Vas::(l::;;zlz;g:ﬁo Terapéutica
1 D CcC %h leucoplasico sim Cirurgia + crioterapia
2 D CcC 7-12h papilomatoso sim Cirurgia + crioterapia
3 D ccC 1-5h gelatinoso sim Cirurgia simples + IFN-a2b (2°tempo)
4 D CC 8-10h leucoplasico sim Cirurgia + crioterapia
5 D CcC 1-5h; 8-10h gelatinoso sim Cirurgia + crioterapia + IFN-a2b

Dados clinicos (tabela 2): O olho afetado foi o direito e
a localizagdo do tumor foi coérneo-conjuntival em todos os
casos, havendo 2 com aspeto leucoplasico, 2 com aspecto
gelatinoso e outro papilomatoso (figura 1). Trés estavam
localizados no lado temporal, um no lado nasal ¢ um afetava
o lado nasal e o lado temporal. Os doentes 1, 2, 4 ¢ 5 foram
encaminhados a consulta aquando da suspeita do diagnos-
tico e o terceiro doente apos excisdo simples de uma lesdo
conjuntival aparentemente benigna mas com diagnostico
histolégico de CIN. Os doentes 1, 2 e 4 foram submetidos a
excisdo cirurgica com crioterapia adjuvante, o terceiro ini-
ciou ciclos de IFN-a2b e o ultimo doente foi submetido a
excisdo com crioterapia adjuvante e ciclos de IFN-a2b.

Dados anatomo-patologicos (figura 2): Trés dos doentes
foram identificados como neoplasia intraepitelial de alto
grau (1,3,4) e dois como carcinoma in situ (2,5). O exame
anatomo-patologico da primeira lesdo identificou alteracdes

displasicas na metade basal do epitélio, acantose, alteragdo
da maturagdo, paraqueratose, disqueratose, pleomorfismo
celular, mitoses, nucleos hipercromaticos e irregulares,
aumento da relacdo nucleo-citoplasma e nucléolos proe-
minentes. A membrana basal estava integra. Na terceira
e quarta lesdes os achados eram semelhantes a primeira,
estando a displasia presente nos dois tercos inferiores do
epitélio, sem e com paraqueratose, respetivamente. Na
segunda e quinta lesdes as caracteristicas eram semelhan-
tes mas documentavam-se em toda a espessura do epitélio,
com e sem paraqueratose respetivamente.

Dados a microscopia confocal: Nas neoplasias intraepi-
teliais de alto grau, a microscopia confocal (Figura 3) iden-
tificou um aumento da espessura do epitélio com grande
desorganizacdo da sua estrutura. Na camada basal, iden-
tificou varios pontos hiperrefletivos, dando um aspeto de
céu estrelado. Na restante espessura do epitélio identificou

Fig. 1| Aspeto clinico das lesdes neoplasicas a) doente 1 b) doente 2 c) doente 3 d) doente 4 ¢) doente 5.
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Fig. 2 |

Fig. 3 |
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Exame anatomo-patoldgico: a) Neoplasia intraepitelial de alto grau (HE, 100X): acantose, atipia celular na metade basal do epi-
télio, queratose e paraqueratose b) Neoplasia intraepitelial de alto grau (HE, 100X): atipia citologica de quase toda a espessura do
eptélio, com pleomorfismo celular, relagdo nucleo/citoplasma aumentada, ntcleos hipercromaticos e irregulares e disqueratose.
¢) Carcinoma in situ (HE, 100X): observa-se membrana basal integra e displasia citologica com aumento da relacdo nucleo-
-citoplasma, hipercromasia nuclear, anisocariose e alguns nucléolos d) Carcinoma in situ (HE, 400X): relagdo nticleo/citoplasma
aumentada, nucleos hipercromaticos e irregulares, nucléolos proeminentes e figuras de mitose (setas).
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Alteragdes encontradas a microscopia confocal: a) placas hiperrefletivas a superficie do epitélio com provavel relagdo com para-
queratose observada ao exame anatomo-patologico. b) Porcéo basal do epitélio: pleomorfismo celular evidente apesar de man-
terem em geral uma forma poligonal e limites bem definidos, células hiperrefletivas, com relacdo nucleo/citoplasma aumentada,
nucleos hiperrefletivos. ¢) Epitélio mais superficial: alteragdes displasicas semelhantes a b) mas com limites pouco definidos. d)
Epitélio displasico: nucleos duplos (seta) com provavel relagdo com mitoses visiveis a anatomia patologica. ¢) Camada basal do
epitélio (a 104pm da superficie): varios pontos hiperrefletivos, dando um aspeto de céu estrelado. f) Plexo nervoso subasal ndo
visivel sob a lesdo..
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Fig. 4 |

Fig. 5|

Aspeto clinico das lesdes neoplasicas apos tratamento a) doente 1 b) doente 2 ¢) doente 3 d) doente 4 .

Alteragdes encontradas a microscopia confocal pds
inicio de tratamento: a) reorganizacdo do epitélio com
diminui¢do do pleomorfismo e refletividade celular e
nuclear b) aspeto semelhante a a) junto ao limbo.

pleomorfismo celular evidente apesar de manterem em
geral uma forma poligonal e limites bem definidos, célu-
las hiperrefletivas, com relagdo nucleo/citoplasma aumen-
tada, nucleos hiperrefietivos e por vezes duplos. Nos doen-
tes limites laterais eram bem visiveis na profundidade da
lesdo, sendo a transi¢do abrupta para o epitélio normal, ao
passo que a superficie esses limites ndo foram tdo eviden-
tes. Os plexos nervosos sob a lesdo sdo pouco visiveis. A
densidade celular era de 3217+/- 165 células/mm? versus
6815+/-284 células/mm? no epitélio normal.

As alteragdes do carcinoma in situ & microscopia con-
focal (Figura 3) diferiram das acima referidas por a desor-
ganizacdo estrutural ser ainda maior e a displasia estar pre-
sente em toda a espessura do epitélio. A densidade celular
era de 32174/-123 células/mm? versus 5549+/-261 células/
mm? no epitélio normal.

Apds o tratamento documentou-se, nos doentes 1 a
4, achados clinicos (Figura 4) sugestivos de remissdo e
a microscopia confocal, uma reorganizacdo do epitélio

Tabela 3| Meses de seguimento e estado atual dos doentes.

Doente Seguimento (meses) Estado atual
1 6 Remissao
2 6 Recidiva
3 9 Remissao
4 6 Remissdo
5 2 Em tratamento
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Fig. 6| Seguimento do doente 2 aos 6 meses: a) e b) Aspeto clinico da lesdo a r

S

V& :
ecidivar ¢) alteragdes a microscopia confocal demons-

trando focos de pleomorfismo e hiperrefletividade celulares, sugestivas de recidiva da neoplasia.

com diminui¢do do pleomorfismo e refletividade celular
e nuclear em todas as camadas do epitélio (Figura 5). O
doente 5 ainda se encontra em tratamento.

No seguimento destes doentes (tabela 3), o doente 2
apresentava um crescimento da conjuntiva sobre a cornea
as 9h. A microscopia confocal identificou focos de pleo-
morfismo e hiperrefletividade celulares (Figura 6).

DISCUSSAO

Relativamente a idade e ao sexo, os doentes deste
estudo integram-se, em geral, no quadro clinico tipico®!?
das CIN, doentes idosos e do sexo masculino. A doente
2 ¢ do sexo feminino ¢ ¢ a mais nova, o que podera estar
relacionado com a exposi¢do aumentada a luz UV inerente
a sua profissdo (agricultora). A localizag@o interpalpebral
dos tumores, com um dos 3 padrdes morfoldgicos tipicos
em todos os doentes, vem também corroborar o descrito na
literatura®'2,

Nas caracteristicas clinicas desta patologia, por vezes, o
limite entre a benignidade, lesdo pré-maligna e maligna, é
ténue. Dada a importancia do diagndstico correto, precoce
e de forma o menos invasiva possivel das CIN, alguns estu-
dos tém sido efetuados, nomeadamente com citologia de
impressao'® ou UBM*. O mesmo surgiu com a microscopia
confocal com a vantagem de ser um exame quasi-histolo-
gico, minimamente invasivo e com resultados imediatos e
portanto com potencial para se correlacionar de forma mais
fiavel com o gold-standard do diagnostico, a histologia.

No nosso estudo, os achados a microscopia
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correlacionaram-se bem com os anatomo-patolégicos,
como Alomar et al’, Duchateau et al3 e Parrozzani et al’
tinham descrito na literatura. A acantose, a alteracao da
estrutura do epitélio, o pleomorfismo celular, a relagdo
nucleo-citoplasma aumentado s3o evidentes nas imagens
de microscopia, conseguindo-se saber em que nivel da
espessura do epitélio existe lesdo. Foi também visualizado
os limites bem definidos da lesdo na por¢do mais basal do
epitélio, o que ndo foi tdo evidente a superficie. Os plexos
nervosos ndo visiveis sob a lesdo neoplasica vem também
ao encontro do descrito na literatura, tendo Alomar et al?
sugerido a alta refletibilidade celular como a causa que
inviabiliza a sua  detecdo. Todos os doentes cumpriram
os 4 critérios diagnoésticos de CIN propostos por Alomar
et al> na microscopia confocal: pleomorfismo e polimega-
tismo celular associado a hiperrefletividade celular; limites
da lesdo bem definidos sendo a densidade celular da zona
afetada cerca de metade da do epitélio saudavel; identifi-
cacdo de varios pontos hiperrefletivos dando um aspeto de
céu estrelado, na camada basal do epitélio; ndo visualizagdo
do plexo sub-basal sob a lesdo. Apesar do estroma anterior
e a camada de Bowman ndo apresentarem aparentemente
alteragoes, foi dificil de assegurar pelas caracteristicas ine-
rentes a esta técnica que em toda a extensdo da lesdo ndo
houvesse microinvasdo. Assim, tal como Duchateau et al’
e Hassani et al’, questionamos a fiabilidade do diagndstico
diferencial através da microscopia confocal entre CIN e
Carcinoma invasivo. No entanto, Parrozzani et al’ descreve
em 2011, utilizando a microscopia confocal de ndo contato,
uma boa correlagdo com a anatomo-patologia nos carcino-
mas pavimento-celulares invasivos.
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Comparativamente ao gold-standard do diagnostico,
a contribuicdo da microscopia confocal nos CIN ¢ limi-
tada por depender da colaborag¢do do doente, ser operador
dependente, ter um baixo campo de visdo (400x400um), os
cortes serem efetuados paralelamente a lesdo e ndo perpen-
dicularmente como na histologia ¢ por a baixa transparéncia
das lesoes dificultar a visualizag¢@o de estruturas mais pro-
fundas. E importante salientar que ainda ndo foi estudado,
a possibilidade deste exame de contato ser veiculo de trans-
missdo de células neoplasicas para zonas sem alteragdes
aquando da realizagdo do mesmo.

No que diz respeito ao seguimento o interesse da
microscopia confocal ainda se torna mais relevante. Esta
permite documentar a resposta ao tratamento a nivel quasi-
-histologico e assim realizar um ajuste terapéutico de forma
dirigida a cada doente. Quando se pretende o diagndstico
precoce e seguro de recidiva com vista o inicio atempado do
tratamento, a clinica pode nao ser suficiente e a microscopia
confocal torna-se um importante contributo para a avalia-
cdo do doente. No nosso estudo, o seguimento clinico da
doente 2 documentou aos 6 meses uma lesdo suspeita de
recidiva. A microscopia confocal foi importante no diag-
nostico diferencial, nomeadamente com a insuficiéncia lim-
bar iatrogénica, identificando focos de displasia celular e
condicionando de forma decisiva a terapéutica da doente.

Em conclusdo, a microscopia confocal in vivo pode ter
um papel importante ndo s6 no diagnodstico inicial como
também na detegdo precoce de recidivas e na avaliagdo da
resposta ao tratamento, de uma forma minimamente inva-
siva. Estudos com maior amostragem e avangos tecnolo-
gicos poderdo ser uteis no esclarecimento e melhoria das
dificuldades ainda existentes.
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