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Objectivo: Analisar 0 contributo da microscopia confocal in vivo para 0 diagn6stico efollow-
-up de neoplasias conjuntivais intraepiteliais.
Metodos: Avaliamos 5 doentes com neoplasia conjuntival intraepitelial unilateral com 0 Hei-
delberg Retina Tomograph II, Rostock Cornea Module. Tres doente·s forarn submetidos a ex-
cisao com crioterapia adjuvante, um doente a excisao com crioterapia adjuvallte e cidos de
IFN-a2b e urn doente a excisao simples e ciclos de IFN-a2b. As imagens de microscopia con-
focal foram comparadas com a histologia das mesmas lesoes. 0 follow-up cHnico, atraves de
fotografias do segmento anterior, foi comparado com os achados da microscopia confocal.
ResuJtados: Tres dos doentes foram identificados histologicamente como neoplasia intraepite-
lial de alto grau e dois como carcinoma in situ. As caracterfsticas histol6gicas descritas correla-
cionam-se bem com as visfveis 11microscopia confocal: a}tera~aoda estrutura do epitelio com
acantose, disqueratose, pleomorfismo celular, aumento da refletibilidade celular e nuclear, com
rela",ao nucleo/citoplasma aumentada e por vezes binuclea",ao. A lesao e bem delinritada e os
plexos nervosos sob a lesao nao sac vislveis. A microscopia confocal identificou } recidiva e
demonst'rou-se uti! na monitoriza~ao da resposta ao tratarnento.
Conclusao: A microscopia confocal ill vivo pode ter um pape}impoltante nao s6 no diagn6stico
inicial como tambcm na dete~lio de recidivas e na avalia",lioda resposta ao tratamento, de uma
forma minimamente invasiva.

A neoplasia conjuntival intraepitelial (CIN) traduz uma
leslio pavimentosa conjuntival e/ou comeana com carac-
terfsticas disphisicas em parte (ne.oplasia intraepitelial de
baixo e alto graus) ou em toda a espessura do epitelio (car-
cinoma in situ). Eo tumor ocular primario mais frequente,
estando descritos vanos factores de risco: exposiyao prolon-
gada a luz UV, exposiyao ao fumo do tabaco e a derivados
do petr6leo, infeyao a papilomavirus (tipo 16 e 18), mv,

HSV, xeroderma pigmentoso, ser portador de Jentes de con-
tato ou ter efetuado transplante de celuJas estaminais3.8,9.12.

o quadro clfnico tfpicoM•12 deste tipo de neoplasias e
um doente com mais de 60 anos, do sexo masculino, com
queixas de irrita~ao ocular ou de tumefa~ao e com uma
lesao de localizar,:aointerpalpebral e Iimbar de crescimento
progressivo e lento e com um dos 3 padroes morfol6gi-
cos: gelatinoso, papilomatoso ou leucoplasico. 0 diag-
n6stico diferencial destaslesoes pre-malignas com lesoes
benignas e mahgnas por vezes nao e faciI. A histologia e



considerada, pOl' isso, 0 gold-standard para 0 diagn6stic02,9.

o tratamento cliissico dcsta patologia e a excisao cirurgica
a1argada com crioterapia adjuvanteU'J2. A recidiva ap6s a
excisao cirurgica ocorre mais frequentemente nos primei-
ros dois anos, variando a taxa, entre os estlldos publicados,
entre 5 a 53%8.12,dependendo da existe,ncia ou nao de mar-
gens livres. Em lesoes de grande extensao e em recidivas, a
excisao cirurgica pode induzir insuficiencia limbar e lesoes
cicatriciais da superffcie ocular extema9.12. Outras altema-
tivas terapeuticas tem sido desenvolvidas, tanto para 0 tra-
tamento primario (isolado ou adjuvante) como para 0 trata-
mento da recidiva. Recentemente os estlldos tem evo1ufdo
na direr,;ao da terapeutica t6pica, nomeadamente com Mito-
micina C, 5-Fluorouracilo e lnterferao (12b (INF_a2b)1.7.9.11.
o tratamento com INF-a2b tem-sc demonstrado eficaz (taxa
de recidiva de 3,7-12%), com cfeitos ad versos minor e que
remetem com a ccssayiio terapeutica9.12. Recentemente foi
tambem publicado um estudo sobre 0 tratamento primario
destas lesoes com INF-a2b + acido retin6ico com resulta-
dos promissores7•

o seguimento e efetuado c1inicamente com .fotografias
seriadas do segmento anterior.

A microscopia confocal permite a visualizar,;ao in vivo de
imagens de aHa resolur,;ao e ampliar,;ao da snperffcie ocular,
obtendo-se imagens enface a um nfveI quasi-histoI6gico.

o objeti vo deste estlldo foi analisar 0 contributo da
microscopia confocal in vivo para 0 diagn6stico e segu.i-
mento de neoplasias conjuntivais intraepiteliais.

Realizou-se um estudo observacional de 5 doentes com
neoplasia conjuntival intraepitelial unilateral seguidos em
Consulta de C6rnea e Transplantes do Centro Hospitalar
Lisboa Central, Portugal.

A metodo]ogia segllida na conduyiio deste trabalho con-
sistiu na analise demografica e clinica deste grupo de doen-
tes e ainda na avaliar,;ao pOl' microscopia confocal e analise
histo16gica das lesoes c6rneo-conjuntivais.

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

A nivel clfnico as variaveis estudadas foran.1.: localiza-
~ao anat6mica do tumor, meridiano de localiza~iio, morfo-
logia clinica e vascularizaQao an6mala, As fotografias do
segmento anterior foram obtidas com a Tagaki 810-15 CCD
TV camera adaptada na Tagaki slitlamp microscopy SM-70,
com as ampIia~oes de 10,16 e 25K.

Ao nfvel da microscopia confocal foram estudadas as
seguintes variaveis: acantose, paraqueratose, pleomorfismo

e densidade celu1ares, refletibilidade celular e nuclear, rela-
r,;ao nticleo/citoplasma, limites da 1esao e a presen~a de
plexos nervosos sob a lesiio. A microscopia confocal foi
efetuada sempre pelo mesmo operador com 0 Heidelberg
Retina Tomograph II, Rostock Cornea Module. 0 olho foi
anestesiado com uma gota de oxibuprocafna a 0,4%. A
objectiva foi imersa num gel oft:almico de carb6mero 980 a
0,2% colocado num cap est6ril de PMMA. 0 doente e sen-
tado, colocando a regiao frontal e mentoniana nos apoios.
o cap esteril e aplic,ldo sobre a superffcie ocular a anali-
sar e 0 controlo x-y-z e feito manualmente, ajustando-se
a 10calizaQao do olho atraves de uma imagem em tempo
real proveniente de uma camara acoplada. As imagens s1\o
obtidas com ajuda de um pedal, cobrindo cada imagem
400~tmx4001!m de area, com uma resoluQao 6ptica trans-
versal de 21!l11e Il?ngitudinal de 4J1m. A tonte luminosa e
urn laser de dfodo com comprimento de onda de 670nm.

A excisao cirurgica toi realizada com margens de
4-5mm, com a tecnica "no~touch" com posterior aplicayao
de crioterapia em todas as margens cirurgicas. Em dois doen-
tes foi necessario tratamento com INF-u2b t6pico, tendo-se
utilizado a concentrayao de 3.000.000 VlmI, 1 aplicar,;ao 4xi
dia ate 1 mes ap6s resoluyao cHnica documentada pOI'foto-
gratia de segmento anterior e microscop.ia confocal.

o exame aniitomo-patol6gico foi realizado com colo-
rar,;ao hematoxiIina-eosina com ampliar,;oes de 40x, 100x e
400x. As imagens in vivo e ex vivo toram comparadas.

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

Dados demograficos (ta:bela 1): Quatro doentes eram do
sexo masculino (81, 81, 84 e 88 anos) e um do sexo femi-
nino (64 anos). As profissoes dos doentes eram: dois 1'1'0-
fessores, um agricuItor, um bibliotecano e um engenheiro.
Nao foi confimlado a presenQa de outros fatores de risco
a16m da exposi~ao prolongada a luz UV.
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Dados clfnicos (tabela 2): 0 olho afetado foi 0 direito e
a localiza<;aodo tumor foi corneo-conjuntiva1 em todos os
casos, havendo 2 com aspeto leucoplasico, 2 com aspecto
ge!atinoso e outro papilomatoso (figura I). Tres estavam
localizados no Iado temporal, um nolado nasal e um afetava
o lado nasal eo lado temporal. Os doentes 1,2,4 e 5 foram
encaminhados a consulta aquando da suspeita do diagn6s-
tico e 0 terceiro doente ap6s excisao simples de uma lesao
conjuntival aparentemente benigna mas com diagn6stico
histol6gico de CIN. Os doentes 1,2 e 4 foram submetidos a
excisao cir(lrgica com crioterapia adjuvante, 0 terceiro ini-
ciou ciclos de IFN-a2b e 0 ultimo doente foi submetido a
excisao com crioterapia adjuvante e ciclos de IFN-alb.

Dados anatomo-patologicos (figura 2): Tres dos doentes
foram identificados como neoplasia intraepitelial de alto
grau (1,3,4) e dois como carcinoma in situ (2,5). 0 exame
amitomo-patol6gico da primeira Iesao identificou altera<;oes

displasicas na metade basal do epitelio, acantose, altera<;ao
da matura<;ao,paraqueratose, disqueratose, pleomorfismo
celular, mitoses, nucleos hipercromaticos e irregulares,
aumento da rela<;1iomlcleo-citoplasma e nucleolos proe-
minente·s. A membrana basal estava integra. Na terceira
e qmuta lesoes o~ achados eram semelhantes a primeira,
estando a displasia presente nos dois ter<;osinferiores do
epitelio, sem e com paraqueratose, respetivamente. Na
segunda e quinta lesoes as caracterfsticas eram semel.han-
tes mas documentavam-se em toda a espessura do epitelio,
com e sem paraqueratose respetivamente.

Dados it microscopia confocal: Nas neoplasias intraepi-
teliais de alto grau, a microscopia confocal (Figura 3) iden-
tifieou um aumento da espessura do epitelio com grande
desorganiza<;uoda sua estrutura. Na camada basal, iden-
tificou varios pontos hiperrefletivos, dando um aspeto de
ceu estrelado. Na restante espessura do epitelio identificou



Fig, 2 Exame anatomo-patoI6gico: a) Neoplasia i~traepitelial de alto grao (HE, IOOX): acautose, atipia celalar na metade basal do epi-
b5lio, querarose e paraqoeratose b) Neoplasia intraepiteliai de alto grau (HE, IOOX): atipia ciro16gica de quase lotla a espcssura do
cpteIio, com plcomorfisU1o celular, relaqao mklco!citoplasma aumentada, libeleos hipcreromliticos e incgulares e disqueratose.
c) Carcinoma in sito (HE, IOOX): obscrva,se membrana basal integra e displasia cilo16gica com aumento da rcla<;:ao nucIco-
,citoplasma, hip<Tcromasia nuclear, anisocariosc c alguns llucIeolos d} CHrcinoma in situ (HE, 400X): rcla\(ao nuc!co!citoplasma
anmcnlada, nuc!e.os bipereroulliticos e im:golares, noc160Ios procmiuentes c Hguras de mitose (setas).

3 i Alteras:ocs eucontradas a micmscopia confocal: a) piacas hiperrefictivas a snperficie do epit6iio com prov3vcl relaqiio com para-
queratosc ob"ervada ao exame anatomo-pato16gico. b) Pon;:ao hasal do epit6lio: pleomorfismo celular evidente apcsar dc man ..
terem cm gem1 uma forula poUgonal e lim.ites hem defil1idos, cclulas hipen:efletlvas, com relayiio ntlcleolcitoplasma anmentada,
ntlcleos hipcrrefletivos. c) EpiteJio mais superficial: alteraq<ies disphlsicas semelhantes a b) mas com Iimites ponco definidos. d)
Epilelio displasico: nlldeos duplos (seta) com provavel rela<;;iIocom mitoses visivels 11anatomia patol6gka. e) Camada basal do
epit6l.io (a J()4~lm da superfidc): varios pontos hipem~t1etivos, dando \till aspeto de cen estrelado. f) Plexo nervoso subasal nao
v.islvel sob lllesao ..



Fig. 5 I Altera~oes encontradas a micro copia confocal p6s
in.fciode tratamento: a) reorganiza<;:iiodo epitelio com
diminuiyao do pleomorfismo e reflerividadc celular e
nuclear b) aspero semelhante a a) junto ao limbo.

pleomorfismo celular evidente apesar de manterem em
geral uma fonna poligooal e limites bem definidos, celu-
las hiperrefletivas, com relayao nucleo/eitoplasma aumen-
tada, nucleos hiperrefletivos e por vezes duplos. Nos doen-
les limites laterais eram bem visfveis na profundidade da
leslio, sendo a transiyao abrupta para 0 epitelio normal, ao
passo que a superffcie esses Jimites nao foram mo eviden-
tes. Os plexos nervosos sob a lesao sao poueo visfveis. A
densidade celular era de 3217+/- 165 celulas/mm2 versus
6815+/-284 celulas/mm2 no epitelio normal.

As alterayoes do carcinoma in situ a microscopia con-
focal (Figura 3) diferiram das acima referidas por a desor-
ganizayao estrutural ser ainda maior e a displasia estar pre-
sente em toda a espessura do epitelio. A densidade celuJar
era de 3217+/-123 cCluias/mm2 versus 5549+/-261 celulas/
mm2 nO epitelio normal.

Ap6s 0 tratamento documentou-se, nos doentes 1 a
4, achados clfnicos (Figura 4) sugestivos de remi.ssao e
a microscopia coofocal, uma reorganiza9uo do epitelio

F : Remissao

2 Recidiva-
3 9 Remissao-----
4

...~ Remissiio---+-_._-----_. -'---
5 Em tratamento



Fig. 6! Seguimento do doente 2 aos 6 mcscs: a) e b) Aspcto cliuico da Ics1l0 a recidivar c) ,tltcralJOes it microscopia confocal demons-
tralldo focos de pleomorfismo e hipcrrefletividade eelulares, sugestivas de reeidiva da neoplasia.

com diminui98.0 do pleomorfismo e refletividade celular
e nuclear em todas as camadas do epittlio (Figura 5). 0
doente 5 ainda se encontra em tratamento.

No seguimento destes doentes (tabela 3), 0 doente 2
apresentava um crescimento da conjuntiva obre a cornea
as 911. A microscopia confocal identificou focos de pleo-
morfismo e hiperrefletividade celulares (Figura 6).

Relativamente a idade e ao sexo, os doentes deste
estudo integram-se, em geral, no quadro clfnico lipico3.6·12

das CIN, doentes idosos e do sexo masculiuo. A doente
2 e do sexo feminino e e a mais nova, 0 que podera estar
relacionado com a exposi~ao aumeotada a I.uzUV inerente
,\ sua profissao (agricultora). A localiza«uo interpalpebral
dos tumores, com um dos 3 pad.roes morfoI6gicos tfpicos
em todos os doentes, vem tambem corroborar 0 descrito na
Iiteratura6,12

Nas caracterfsticas clfnicas desta patologia, por vezes, 0
limite eoU·e a benigllidade, les110pre-maligna e maligna, e
tenue. Dada a importancia do diagnostico coneto, precoce
e de forma 0 menos invasiva possivel das CIN, alguns estu-
dos ll~m sido efetuados, nomeadamente com citologia de
impressaol3 ou UBM4• 0 mesmo surgiu com a microscopia
confocal com a vantagem de ser um exame quasi-histoI6-
gico, minimamente invasivo e com resultados imediatos e
pOltanto com potencial para se correlacionar de forma mais
fi/lvel com 0 gold-standard do diagn6stico, a histologia.

No nosso estudo, os achados a microscopia

correlacionaram-se bem com os anlitomo-patoI6gicos,
como AlomaI' et afl, Duchateau et al3 e Parrozzani et ar
tinham descrito ua literatura. A acantose, a a1tera~ao da
estrutura do epitelio, 0 pleomorfismo celular, a relac;ao
nucleo-citopla'ma aumentado sac evidentes nas imagens
de microscopia, conseguindo-se saber em que nlvel da
espes ura do epit6lio existe lesao. Foi tambem visualizado
o limites bem definidos da lesiio Ila por«ao mais basal do
epitelio, 0 que n110foi tao evidente 11superffcie. Os plexos
nervosos n110visfveis sob a lesao neoplasica vem tambem
ao encontro do descrito na literatura, tendo Momar et of
sugerido a alta refietibilidade ceJular como a causa que
.inviabiliza a sua dete~ao. Todos os doentes cumpriram
os 4 criterios diagn6sticos de CIN propostos por Alomor
et al2 na microscopia confocal: pleomorfismo e polimega-
tismo celular associado a hiperrefietividade ceJuJar; limites
da lesiio bem definidos sendo a densidade cel.ul.ar da zona
afetada cerca de metade da do epit6lio saud:ivel; identifi-
cavao de vari.os pontos hipenefletivos dando um aspeto de
ceu estrelado, na camada basal do epitelio; nilo visualiza~ao
do plexo sub-basal sob a lesao. Apesar do estroma anterior
e a camada de Bowman oao apreseotarem aparentemente
alterar;oes, foi dificil de assegurar pelas caracleristicas ine-
rentes a esta tecnica que em toda a extensao da Jesuo nao
bouvesse microinvasilo. Assim, tal como Duchateau et aP
e Hassalli et a[5, questionamos a fiabilidade do diagnostico
diferencial. atraves da microscopia confocal entre CIN e
Carcinoma invasivo. '0 entanto, Parrozzalli et at' descreve
em 2011, utilizando a microscopia confocal de nilo contato,
uma boa couela~ao com a anatomo-patoJogia nos carcino-
mas pavimento-celulares invasivos.



Comparativamente ao gold-standard do diagn6stico,
a contribui~ao da microscopia confocal nos CIN e limi-
tada pol' depender da colaborac;:aodo doente, ser operador
dependente, ter um baixo campo de visao (400x40011m),os
cortes serem efetuados paralelamente a lesao e nao perpen-
dicularmente como na histologia e pOl'a baixa transparenci.a
das lesoes dificultar a visualiza9aO de estruturas mais pro-
fundas.E importante salientar que ainda na.ofoi estlldado,
a possibilidade deste exame de contato ser veiculo de trans-
missao de celnlas neophisicas para zonas sem alterac;:5es
aquando da realizac;:aodo m.esmo.

No que diz respeito ao seguimento 0 interesse da
microscopia confocal ainda se torua mais relevante. Esta
permite docnmentar a resposta ao tratamento a nivel quasi-
-histol6gico e assim realizar um ajuste terapeutico de forma
dirigida a cada doente. Quando se pretende 0 diagn6stico
precoce e segura de recidi.vacom vista oinicio atempado do
tratamento, a cUnicapode nao ser suficiente c a microscopia
confocal torna-se um importante contributo para a avalia-
c;:aodo doente. No 110SS0estudo, 0 seguimento cIinico da
doente 2 documentou aos 6 meses uma lesao ,suspeita de
recidiva. A microscopia confocal foi importante no diag-
n6stico diferel1cial,110meadamentecom a insuficiencia lim-
bariatrogeniea, identificando focos de displasia celular e
condicionando de forma de.cisivaa terapeutica da doente.

Em conclusao, a mieroscopia confocal in vivo pode tel'
urn papel importante nao s6 no diagn6stico inicial como
tllmbem na detec;:aoprecoce de recidivas e na avaliayao da
resposta ao tratamento, de uma forma minirnamente inva-
siva. Estudos com maior amostragem e avmwos tecnolo-
gicos poderao ser liteis no esclarecimento e melhoria das
dificuldades ainda existentes.

1. A[-Barrag A, AI-Shaer M, AI-Matary N, AI-Hamdani
M. 5-Flurouracil for the treatment of intraepithelial neo-
plasia and squamous cell carcinoma of the conjunctiva,
and cornea. Clin Ophthalmo1201O:480l-808.

2. A[omar TS, Nubile M, Lowe J, Dua HS. Corneal intrae-
pithelial neoplasia: in vivo confocal microscopic study
with histopathologic correlation. Am J Ophthalmol
2011;151:238-47.

3. Duchateau N, Hugo[ D, D'Hermies F, Meyer A, Labbe'

A, Dupas B et al Contribution of in vivo confocal
microscopy to limbal tumor evaluation. J Fr Ophtalmol
2005; 28: 81Q....816.

4. Finger PT, Tran HV, Turbin RE, Pen)' HD, Abram-
son DR, Chin K, et aI. High-frequency ultrasonogra-
phic evaluation of conjunctival intraepithelial neopla-
sia and squamous cell carcinoma. Arch Ophthalmol
2003;121:168-72.

5. Hassani RTJ, Brasnu E, Amar N, Gheck L, Labbe A,
Sterkel'SM, et aI. Apport de la microscopie confocaJe
in vivo dans les formes invasives de neoplasie malpi-
ghienne de la surfasse oculaire: a propos d'un cas. J Fr
OphtalmoI201O;33: 163-168

6. Kanski, J. Clinical ophthalmology: A systematic
approach. 7' cd. Oxford: Butterworth-Heinemann. 2011

7. Krilis M, Tsang H, Coroneo M. Treatment of conjunc-
tival and corneal epitheIialneoplasia with retinoi.c acid
and topical interferon alfa-2b: Long-term follow-up.
Ophthalmology 2012; (article in press)

8. Parrozzani R, Lazzarini D, Dario A, Midena E. In vivo
confocal microscopy of ocular surface squamous neo-
plasia, Eye 2011; 25:455-460

9. Peksayar G, Altan- yaycioglu R, Onal S. Excision and
cryosurgery in the treatment of conjunctival malignant
epitelial tumours. Eye 2003; 17: 228-232

10.Perez de Arcelus M, Aranguren M, Andonegui J. Inter-
fer6n alfa-2b topico como primera opci6n en las neopla-
sias intraepiteliales corneoconjuntivales. An Sist Sanit
Navar 2012; 35: 137-141

11.Russel HC, Chadha V, Lockington D. Topical mitomy-
cin C chemoerapy in the management of ocular surface
neoplasia: a lO-year reviem of treatment outcomes and
complications. Br J Ophthalmol 2010;94: [316-1321

12.Schechter BA, Koreishi AF, Karp CL, Feuer W. Long-
-term follow-up of conjunctival and corneal intraepi-
thelial neoplasia treated with topical interferon alfa-2b.
Ophthalmology 2008; 115: 1291-1296.

13.Tole DM, Mckelvie PA, Daniell M. Reliability of
impression cytology for the diagnosis of ocular surface
squamous neoplasia employins the biopore membrane.
Br J Ophthalmol2001;85:154-8

N1iQ b;,\ conllitos de interesse relacionados com 0 tema apresentado.

Esle artigo is original nao tendo sido publicado previ.amente.

Os autores declaram a cedencia dos direilOs de mHor a revista SPO


