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RESUMO

Pilomatricoma (PM), craniofaringioma (CF) e tumor odontogénico cistico
calcificante (TOCC) sao tumores que compartiiham uma caracteristica
histopatoldégica marcante, a presengca de células fantasmas. O objetivo deste
trabalho foi analisar e comparar as caracteristicas histolégicas e
imunoistoquimicas destas neoplasias. Foram usados 43 casos, sendo 21 PMs, 14
CFs e 8 TOCCs. A metodologia incluiu avaliagdo de todos os casos em cortes
corados em hematoxilina e eosina, e reagdes imunoistoquimicas para anticorpos
contra CKs AE1/AES3, 8, 14 e 19, CD138, B-Catenina, Glut-1, D2-40, FAS e CD10.
Os PMs acometeram principalmente a pele da regiao facial de homens com média
de idade de 17 anos. Os CFs envolveram a regido supraselar de pacientes na
primeira e segunda década de vida. Os TOCCs predominaram na mandibula de
mulheres com média de idade de 47 anos. Microscopicamente, células basalbides,
transicionais e fantasmas foram os principais tipos celulares observados nos PMs.
Os CFs e TOCCs apresentaram epitélio formado por camada basal de células
colunares em palicada, regido suprabasal composta por células escamosas
triangulares, com aspecto semelhante ao reticulo estrelado, além de regides de
células transicionais, fantasmas e agregados de células epiteliais em padrao de
redemoinho. Nos PMs, as células basalbides mostraram positividade para CD138,
B-Catenina e CD10, enquanto que as células transicionais expressaram
principalmente FAS. Todos os casos de CF e TOCC mostraram positividade para
CK AE1/AE3 em todas as camadas do epitélio. Nos CFs, CK14 foi expressa na
camada basal, e CK8 na regido semelhante ao reticulo estrelado. Além disto, as
células transicionais mostraram expressao forte para Glut-1 e os agregados
celulares em forma de redemoinho para CD10. Com relacdo ao TOCC, a camada
basal e a regido semelhante ao reticulo estrelado mostraram positividade para
CK14 e B-Catenina, enquanto que as células transicionais expressaram CK19,
FAS e CD10. As estruturas em padrdo de redemoinho foram intensamente
positivas para CKs 8, 19 e CD10. Observou-se expressao nuclear de -Catenina
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nos casos de CF e TOCC nas células transicionais e nos agregados em
redemoinho. As células fantasmas mostraram expressao fraca apenas para
AE1/AE3 e FAS. Em resumo, a semelhancga histolégica principal entre os trés
tumores, é a presenca de células fantasmas. Apesar de apresentarem aspectos
histoldgicos similares, as trés lesdes estudadas apresentam histogénese diferente.
O mecanismo de formacéao das células fantasmas a partir das células epiteliais é
dificil de ser determinado visto que ha perda de expressao de praticamente todos

0s marcadores usados neste estudo.

Palavras-chave: histopatologia, imunoistoquimica.
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ABSTRACT

Pilomatricoma (PM), craniopharyngioma (CP) and calcifying cystic odontogenic
tumor (CCQOT) are entities that share a striking histopathological feature, the ghost
cells. The aim of this study was to analyze and compare the histological and
immunohistochemical features of these neoplasms. A total of 43 cases were
studied, including 21 PM, 14 CP and 8 CCOT. Methods included review of all
cases in hematoxylin and eosin stained sections, and immunohistochemical
reactions for antibodies against CKs AE1/AE3, 8, 14 and 19, CD138, 3-Catenin,
Glut-1, D2-40, FAS and CD10. PM mainly affected facial skin of men with a median
age of 17 years-old; presenting as an asymptomatic nodule. CP involved the
suprasellar region of patients in the first and second decades of life, while CCOT
predominated in the mandible of women with a median age of 47 years-old.
Microscopically, basaloid, transitional and ghost cells were the main cell types
identified in PM. CP and CCOT characteristically showed an epithelium with a
basal layer of palisading columnar cells, a suprabasal layer composed of
squamous cells that assumed a triangular shape, and acquire a stellate reticulum
appearance due to increased intercellular space by accumulation of amorphous
substances, besides areas of transitional, ghost cells and clusters of epithelial cells
in a whorl-like array are present. Basaloid cells of PM showed positivity for CD138,
B-Catenin and CD10, whereas transitional cells expressed mainly FAS. All cases of
CP and CCOT showed positivity for AE1/AE3 in all epithelial layers. CP showed
expression of CK14 in the basal layer, whereas CK8 was positive in the suprabasal
region similar to stellate reticulum. Moreover, transitional cells showed strong
positivity for Glut-1, and whorl-like clusters for CD10. Regarding to CCOT, the
basal layer and the region similar to stellate reticulum showed positivity for CK14
and B-Catenin, whereas transitional cells expressed CK19, FAS and CD10. Whorl-
like clusters were strongly positive for CKs 8, 19 and CD10. Nuclear B-Catenin
expression was observed in the transitional cells and whorl-like clusters of CCOT
and CP. Ghost cells showed weak expression of AE1/AE3 and FAS. The main
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similarity between these tumors is the presence of ghost cells. Despite showing
similar histology, these three tumors have different histogenesis. It was not
possible to determine the process of ghost cell formation, so there was no clear
sequence of proteins expression from basal cells up to ghost cells, which were
negative for most of the markers used.

Key-words: histopathology, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Pilomatricoma, craniofaringioma e tumor odontogénico cistico calcificante
sao tumores benignos distintos, que compartilham como caracteristica histologica
marcante a presencga de células fantasmas. As células fantasmas se caracterizam
pela auséncia de nucleo e coloragdo eosinofilica de diferentes intensidades. O
pilomatricoma ocorre na pele, originando-se do foliculo piloso, sendo que as
células fantasmas sao consideradas como uma falha na tentativa de producao da
bainha pilosa (Alsaad et al., 2007). O craniofaringioma é provavelmente originado
de remanescentes de um diverticulo cistico, que surge do teto ectodérmico do
estomodeo (bolsa de Rathke) (Prahbu & Brown, 2005). O tumor odontogénico
cistico calcificante ocorre nos ossos gnaticos, e diferente de outros tumores
odontogénicos envolve principalmente a maxila (Ledesma-Montes et al., 2008). A
patogénese destas trés lesdes ndo € conhecida, mas além da presenca das
células fantasmas, ha relatos de alteragdes da expressdo de beta-catenina, com
alteracées no gene CTNNB1 que codifica esta proteina (Sekine et al., 2003).
Portanto, uma alteracdo genética comum parece estar presente nestas trés
lesbes. Embora as caracteristicas clinicas sejam fundamentais para orientar o
diagnéstico e tratamento, os achados microscopicos permitem estabelecer o
diagnoéstico definitivo. Este estudo tem como objetivo descrever e discutir as
caracteristicas histopatolégicas e imunoistoquimicas destas trés neoplasias
benignas.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Pilomatricoma (PM)

O pilomatricoma (PM) é uma neoplasia benigna do foliculo piloso. Surge a
partir das células da matriz do foliculo piloso, representando menos de 1% das
lesbes cutédneas benignas. Clinicamente, o PM (também conhecido como
pilomatrixoma ou epitelioma calcificante de Malherbe), ocorre comumente como
nédulo subcutaneo solitario, de consisténcia firme, com predilecao pelas regides
de cabeca, pescoco e extremidades superiores, de pacientes com menos de 30
anos de idade, sem predilecao por género (Gay Escoda et al., 1991; Hurt et al.,
2006; O’Connor et al., 2011; Thompson, 2012). As regides da cabeca usualmente
afetadas sao as pré-auricular, peri-orbitaria e couro cabeludo. Raramente o PM
apresenta-se de forma multipla, sendo neste caso um indicador clinico da distrofia
mioténica e outras sindromes como Rubinstein-Taybi, Turner e Goldenhar
(Cambiaghi et al., 1994; Julian & Bowers, 1998; Pirouzmanesh et al., 2003; Guinot-
Moya et al., 2011). Cistos cutdneos com caracteristicas similares ao PM tém sido
descritos em pacientes com sindrome de Gardner (Cooper & Fechner, 1983;
Narisawa & Kohda, 1995).

Microscopicamente o PM € uma lesdo bem circunscrita localizada na derme
profunda, podendo ser cistica ou soélida, caracterizada por células epiteliais
basaloides dispostas de forma coesa na periferia e células eosinofilicas
anucleadas, denominadas células fantasmas. Além das células basaloides e
fantasmas, o PM pode apresentar outros tipos celulares como células escamosas
e células transicionais. As células escamosas formam pequenos agregados focais,
com presenca de filamentos de queratina nestas areas, principalmente em
estagios de completo desenvolvimento ou de regressao inicial do pilomatricoma.
As células transicionais apresentam citoplasma eosinéfilo e nucleo picnético,
mostrando a perda gradual do mesmo, estando em continuidade com as areas de
células fantasmas (Kaddu et al., 1996; Kishimoto et al., 1996). Lesbes iniciais



geralmente sao cisticas, apresentando revestimento periférico de células
basofilicas pequenas (basalbides), mitoticamente ativas, e areas variaveis de
células fantasmas, algumas vezes mostrando nitidamente a regiao de transi¢ao de
células basaldides nucleadas para as células fantasmas. PMs de longo periodo de
evolucao sao geralmente solidos, e caracteristicamente apresentam o componente
de células fantasmas proeminente, além de grande quantidade de queratina, que
eventualmente extravasam para o estroma, com presenca de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho. As células fantasmas podem formar
massas compactas com tendéncia a se calcificar, com ossificacdo em raros casos
(Thompson, 2012). A calcificacdo comeca nas células fantasmas na forma de
pequenos granulos basofilos, vistos principalmente na area de transicdo com as
células basaldides. Debris celulares, além de hemorragia e infiltrado inflamatorio
mononuclear de leve a moderado, sdo achados frequentes. Algumas lesdes de
evolucdo mais longa sao formadas quase que exclusivamente por células
fantasmas, focalmente ou completamente calcificadas, em um estroma
desmoplasico, sem componente epitelial com vitalidade (Kaddu et al., 1996; Lan et
al., 2003; Alsaad et al., 2007). O tratamento do PM usualmente consiste em
remocao cirurgica conservadora, a recidiva € incomum, e quando acontece se
deve a remocdo incompleta da lesdo (O°Connor et al, 2011). Raramente
transformacao maligna tem sido reportada (Hardisson et al., 2001).

2.2 Craniofaringioma (CF)

O craniofaringioma (CF) é uma neoplasia epitelial benigna, parcialmente
cistica, que afeta a regido selar e paraselar de pacientes com ampla faixa etaria
com incidéncia de 0.5 a 2 novos casos por milhdo de pessoas por ano (Miller,
2013). A organizagdo mundial da saude (OMS) considera o CF como uma
neoplasia de grau 1 a despeito de sua taxa significante de recidiva, principalmente
em pacientes jovens. A OMS classifica os tumores do sistema nervoso em quatro
graus. As lesdes de grau 1, dentro das quais esta incluido o CF sao tumores de
baixo potencial proliferativo e com boa possibilidade de cura ap6s resseccao



cirurgica (Rushing et al, 2007). O CF é o tumor mais comum da regido
supratentorial de pacientes pediatricos, com alta frequéncia na faixa etaria dos 10
aos 15 anos de idade, embora os dados da literatura sejam varidveis (Nayil et al.,
2011). Pela proximidade com o sistema ventricular cerebral, nervo éptico, glandula
pituitaria e hipotalamo, clinicamente o CF pode causar: alteragcdes neurolégicas
(dor de cabeca, convuls@es, paralisia), visuais (diminuicdo da acuidade visual,
estrabismo) e menos comumente enddcrinas (niveis anormais de produgéo
hormonal, puberdade precoce) (Shin et al., 1999; Kleihues et al., 2007; Taylor et
al., 2012).

O CF apresenta dois tipos histolégicos, adamantinomatoso e papilar, o
primeiro sendo o mais frequente. O tipo adamantinomatoso parece se desenvolver
a partir de remanescentes epiteliais do ducto craniofaringeo ou da bolsa de
Rathke, que sao estruturas derivadas da por¢édo do estomodeo destinada a formar
os primordios dos dentes. O tipo papilar parece se originar a partir de metaplasia
dos remanescentes do epitélio escamoso precursor da mucosa bucal. O CF
adamantinomatoso apresenta regides soélidas e cisticas, sendo encontrado em
distribuicdo bimodal, em criancas de 5 a 15 anos e adultos entre 45 e 60 anos. Por
outro lado, o CF papilar € incomum, predominantemente sélido e acomete
preferencialmente adultos entre a quinta e sexta décadas de vida (Tavangar et al.,
2004; Prahbu & Brown, 2005; Fernandez-Miranda et al., 2012).

O CF adamantinomatoso é microscopicamente formado por Iébulos de
células epiteliais em arranjo sélido ou com aparéncia semelhante ao reticulo
estrelado do 6rgao do esmalte, e uma camada periférica de células colunares em
palicada. O componente cistico é variavel, as cavidades sao revestidas por epitélio
contendo células basais cuboidais a colunares em palicada, com uma camada
suprajacente de epitélio semelhante ao reticulo estrelado. O epitélio mostra
quantidade variavel de células fantasmas, calcificacbes e pérolas de queratina.
Agregados celulares em forma de esférula ou redemoinho sdo encontrados no
revestimento epitelial. Os espacos cisticos podem conter material fluido, e



eventualmente cristais de colesterol. O padrao histol6gico pode ser semelhante ao
visto em tumores de origem odontogénica como TOCC e ameloblastoma
(Bernstein & Buchino, 1983; Badger & Gardner, 1997; Le et al., 2007; Buslei et al.,
2007).

O CF papilar € uma neoplasia so6lida composta por corddes ou lencdis de
células epiteliais, formando projecdes papilares com centros fibrovasculares em
um estroma fibroso frouxo. Usualmente apresenta escassa formacao de palicada
periférica, cavidades cisticas, células fantasmas, cristais de colesterol ou
calcificagbes. Formacao de tecidos duros na forma de denticulos ou dentes bem
formados pode ser observada no CF, o que sugere uma relacdo com epitélio
odontogénico (Prahbu & Brown, 2005; Hofmann et al., 2006; Muller et al., 2011). O
tratamento do CF consiste em resseccao cirurgica, com radioterapia adjuvante
quando a resseccao completa do tumor ndo seja possivel. A taxa de recidiva é
significante, principalmente em criangas, embora altas taxas de sobrevida sejam
relatadas. Apesar disso, existe uma diminuicdo na qualidade de vida devido a
sequelas causadas pela proximidade do tumor com estruturas como 0 nervo
optico e hipotdlamo (Peckmezi et al., 2010; Fernandez-Miranda et al., 2012;
Mdiller, 2013).

2.3 Tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC)

O tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC, ou cisto de Gorlin) foi
descrito inicialmente por Gorlin como lesédo cistica calcificante, semelhante ao
epitelioma calcificante de Malherbe cutaneo (Gorlin et al., 1962; Gorlin et al.,
1964). A OMS considera atualmente o TOCC dentro do grupo das lesbes
formadas por epitélio odontogénico, com ectomesénquima odontogénico, com ou
sem formacdo de tecidos duros. E uma neoplasia cistica benigna de origem
odontogénica, caracterizada por epitélio tipo ameloblastico, com presenca de
células fantasmas que, podem se calcificar. Alguns autores consideram 4 subtipos
de TOCC: simples cistico, associado a odontoma, com proliferagdo



ameloblastomatosa e associado a outros tumores odontogénico. Usualmente, os
TOCCs séao lesdes unicisticas que afetam predominantemente pacientes entre a
segunda e terceira décadas de vida, envolvendo principalmente a maxila. A
maioria dos estudos mostra distribuicao similar em homens e mulheres (Hirshberg
et al., 1994; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005; Ledesma-Montes et al., 2008;
Basile et al., 2010). Radiograficamente é uma lesédo radiolucida unilocular, ou
menos comumente, mostra aparéncia multilocular. Expansdao das corticais,
reabsorgcédo radicular e deslocamento dentario podem ser observados. Podem
apresentar areas de calcificacdo, as margens usualmente sao bem definidas,
embora alguns casos possam mostrar bordas irregulares e pouco nitidas. Quando
€ associado a odontoma, as calcificagdes tornam-se mais evidentes (Buchner,
1991; Regezi, 2002; Shear & Speight, 2007).

Microscopicamente o TOCC mostra uma cavidade cistica revestida por
epitélio estratificado, com a camada basal bem definida disposta em palicada, e
composta por células colunares a cuboidais, hipercromaticas, semelhantes ao
epitélio interno do érgdo do esmalte. As camadas mais internas do epitélio cistico
apresentam-se mais desorganizadas, com mais espacos intercelulares, células
esparsas, de forma triangular, com aspecto semelhante ao reticulo estrelado do
6rgao do esmalte. A principal caracteristica do TOCC € a presenca de células
fantasmas, com citoplasma eosinéfilo palido, sem nlcleo ou vagamente
perceptivel. As células fantasmas estdo localizadas principalmente nas regides
mais espessas do revestimento epitelial, mas também podem ser observadas na
parede fibrosa. Além disso, na capsula do cisto podem ser observadas ilhas de
epitélio odontogénico e material dentindide. A variante sélida do TOCC apresenta
maior quantidade de material dentindide préximo ao epitélio odontogénico, sendo
chamada de “tumor dentinogénico de células fantasmas (TDCF)” por alguns
autores. A formacao de células fantasmas pode ser abundante, estimulando em
algumas areas uma reacao de corpo estranho, com presencga de células gigantes



multinucleadas (Gorlin et al, 1962; Praetorius et al., 1981; Buchner, 1991;
Lucchese et al., 2007; Ledesma-Montes et al., 2008).

O tratamento do TOCC consiste em excisdo cirurgica conservadora por
enucleagdo, podendo eventualmente recidivar, principalmente os casos solidos
(TDCF) embora isto seja incomum (Buchner, 1991; Fregnani et al., 2003).

2.4 Células fantasmas

A semelhanca histologica entre PM, CF e TOCC é enfatizada em varios
estudos, basicamente pela presenca das células fantasmas, sendo considerados
por alguns autores como tumores analogos (Bernstein & Buchino, 1983; Badger &
Gardner, 1997; Paulus et al., 1997; Tateyama et al., 2001). Interessante de se
considerar que eventualmente outros tumores odontogénicos como odontoma e
ameloblastoma podem apresentar células fantasmas (Fukushima, 1983; Tanaka et
al., 2007; Kaveri & Punnya, 2008).

As células fantasmas séo células epiteliais em degeneragcdo, mostrando
citoplasma eosindfilo e auséncia de nucleo, algumas com limites celulares bem
definidos e que frequentemente coalescem para formar grandes massas. A
formagédo das células fantasmas ndo é bem conhecida, com varias hipdteses
sendo consideradas. No PM alguns autores consideram-na como um tipo de morte
celular dos queratinécitos chamada de diferenciacao terminal, outros consideram a
possibilidade de ser um processo apoptotico atipico, associado com diferenciacéao
pilosa (Fayazzi et al., 1997; Nakamura, 1999; Nakamura, 2011). No TOCC tem
sido considerada a possibilidade de ser produto da necrose coagulativa do epitélio
odontogénico, resultado do acumulo de proteinas do esmalte no citoplasma ou um
processo anormal de queratinizacdo, com tendéncia a calcificacdo, ja que a
alteracao citoplasmatica facilita a deposicdo de sais de calcio. Em microscopia
eletrdnica de transmissao as células fantasmas estdo unidas por desmossomas, 0
citoplasma é rico em tonofilamentos de 60-400nm de didmetro, dispostos
irregularmente, além de conter estruturas vesiculares entre os tonofilamentos e



cristais em forma de agulha, considerados como locais de inicio de calcificagéo.
Nesses sitios, é possivel observar granulos basofilicos que coalescem para formar
focos de calcificacéo distrofica (Hong et al., 1991; Satomura et al., 1999; Takata et
al., 2000; Shear & Speight, 2007).

2.5 Marcadores imunoistoquimicos
2.5.1 Citoqueratinas

As citoqueratinas (CKs) sao filamentos intermediarios componentes do
citoesqueleto das células epiteliais. Dos seis tipos de filamentos intermediarios, as
CKs correspondem aos tipos | e Il, com 20 subtipos de peso molecular variando
entre 40-70 kDa. As CKs sao classificadas quanto ao peso molecular, e se sao
acidas ou basicas considerando-se o ponto isoelétrico. As CKs acidas (9 a 20) séo
do tipo | e as basicas (1 a 8) formam o tipo Il (Moll et al., 1982; Pallari & Eriksson,
2006).

A CK AE1/AES é expressa em todos os tecidos de origem epitelial, sendo
uma mistura do clone AE1 que reconhece os tipos 10, 15, 16, 19, e o clone AE3
que reconhece os tipos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8. A CK 34BE12 reconhece os tipos de
alto peso molecular 1, 5, 10 e 14. De um modo geral, nos epitélios estratificados
as CKs 1 e 10 sdo mais expressas na camada suprabasal, enquanto que as CKs 5
e 14 na camada basal. O epitélio simples expressa CKs 7, 8, 18, 19, 20, enquanto
que as CKs 4, 5, 6, 13, 14, 15, 16 e 17 sdo expressas principalmente no epitélio
estratificado ndo queratinizado. A CK 19 é expressa na camada basal do epitélio
estratificado ndo queratinizado, e também nos epitélios simples dos anexos da
pele e odontogénico. CKs 8 e 18 também sdo expressas no epitélio glandular
(Lombardi et al., 1995; Chu & Weiss, 2002).

Em relacdo ao PM, é relatada na literatura positividade de varias
citoqueratinas. No trabalho de Broekaert et al. (1990), foi descrita a expressao de
CKs em diferentes cistos e tumores cutaneos, incluindo o PM o qual mostrou



positividade para CKs 1, 8, 10, 14 e 19. O padrao de expressao de CKs 1 e 10 foi
restrito as células escamosas e transicionais localizadas ao redor das células
fantasmas. Além disso, as células transicionais foram focalmente positivas para
CKs 8, 14 e 16. As células basaléides mostraram expressdo de CKs 14 e 19.
Ocasionalmente CKs 7 e 16 foram observadas em pequenos grupos ou em
células basaldides isoladas. Fayazzi et al. (1997) descreveram a expressao de
CKs 13 e 19 em 15 casos de PM, ambas citoqueratinas fortemente expressas nas
células escamosas, enquanto que CK19 apresentou menor expressao apenas nas
células basaldides. As células transicionais, localizadas entre as células
basalbides e as células fantasmas, foram negativas para estes marcadores. Plumb
et al., (2004) relataram a expressao de CK5/6 em neoplasias de anexos cutaneos,
e incluiram 10 casos de PM, dos quais 80% foi positivo, sem especificagdo do
local da positividade. A Tabela 1 ilustra a expressao de citoqueratinas através da
imunoistoquimica em casos de PM relatados na literatura, de acordo com
Broekaert et al., 1990, Fayyazi et al., 1997 e Plumb et al., 2004.

Tabela 1 - Expressédo imunoistoquimica de CKs em PM de acordo com 3 artigos da
literatura (Broekaert et al., 1990; Fayyazi et al., 1997; Plumb et al., 2004).
Anticorpo (CK)
1 5 5/6 7 8 10 13 14 16 19
CB NA NA NA + NA NA Neg + NA +

gg§g CT + NA NA NA + + Neg + +  Neg
g8 CF NA NA NA NA NA NA Neg NA NA  Neg
< g CE + NA NA NA NA NA + NA NA +

NE NA + + NA NA NA NA NA NA NA

CB - células basalbides, CT - células transicionais, CF - células fantasmas, CE -
células escamosas, NE - sem especificacdo do local da positividade, NA — ndo
avaliado.

Estudos imunoistoquimicos no CF mostram reatividade variavel para
diversas CKs. El Sissy & Rashad (1999) descreveram a expressdao de CK13 em 4
casos de CF, nos quais positividade intensa foi identificada nas células
transicionais ao redor dos agregados de células fantasmas. As células da camada



basal e da regido semelhante ao reticulo estrelado mostraram positividade fraca
para CK13, assim como as células fantasmas. Kurosaki et al. (2001) analisaram
34 casos de CF adamantinomatoso, em 31 deles foi observada expressao de CKs
KL1, 34BE12 e 19 na camada basal, regido do reticulo estrelado e camada
superficial, enquanto que CK7 foi negativa na camada basal. No trabalho de
Tateyama et al. (2001) 14 casos de CF adamantinomatoso foram avaliados
utilizando CKs AE1/AE3, 7, 8 e 14, todos os casos mostraram positividade difusa
de CKs AE1/AE3, 8 e 14. CK7 foi positiva na regiao semelhante ao reticulo
estrelado e nas células escamosas. Xin et al. (2002) avaliaram dez casos de CF, e
observaram positividade utilizando CKs 34BE12, 5/6, 7, 8, 17, 18 e 19. Le et al.
(2007) relataram expresséo difusa de CK8 em 25 casos de CF estudados, sem
especificacao do local da positividade. Kato et al. (2004) descreveram auséncia de
expressdao de CKs AE1/AE3, 7 e 8 nas estruturas em padrdao de redemoinho,
positividade nas células fantasmas e na camada basal apenas do clone AE3, e na
regido semelhante ao reticulo estrelado para CKs AE1/AE3, 7 e 8. Pelo contrario,
Buslei et al. (2007), relataram positividade de CKs 8 e 18, e auséncia de
expressao de CK5/6 nos agregados em padrdo de redemoinho, além de
expressdo difusa de CK5/6 na regido semelhante ao reticulo estrelado e na
camada epitelial superficial. Tena-Suck et al. (2006) descreveram positividade
para CKs 8/18/19 nas células escamosas e CK5 na regidao semelhante ao reticulo
estrelado. A expressdao de citoqueratinas em CF relatada na literatura é
representada na tabela 2.
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Tabela 2 - Expressdao imunoistoquimica das citoqueratinas relatada na literatura em casos de
craniofaringioma (EI-Sissy & Rashad, 1999; Kurosaki et al., 2001; Tateyama et al., 2001; Xin et al., 2002; Kato
et al., 2004; Tena-Suck et al., 2006; Le et al., 2007; Buslei et al., 2007).

Anticorpo (CK)
AE3 AE1/ KL1* 34BE12 5 5/6 7 8 13 14 17 18 8/18/19 19
AE3
CB + NA + + NA NA Neg Neg + NA NA NA NA +
SRE NA + + + + + + + + NA NA NA NA +
CSs NA NA + + NA + + NA NA NA NA NA Neg +

CE NA NA NA NA NA NA + NA + NA NA NA + NA
ER NA Neg NA NA  NA Neg Neg +/Neg NA NA NA + Neg NA

CT NA NA NA NA NA NA NA NA + NA NA NA NA NA
CF + NA NA NA NA NA NA NA + NA NA NA Neg NA
NE NA + NA + NA + + + NA + + + NA +
CB - camada basal em palicada, SRE - células semelhantes ao reticulo estrelado, CS - camada superficial,
CE - células com diferenciacdo escamosa, ER - estruturas em padrao de redemoinho, CT — Células
transicionais, CF - células fantasmas, NE - sem especificagdo do local da positividade, NA — ndo avaliado.
20 clone KL1 reconhece as CKs 1, 2, 5, 6,7, 8, 10, 11, 14, 16, 17, 18, 19 (Immunotech, Hamburg, Germany).

Area de marcacao

Os TOCCs sao positivos para CKs AE1/AE3, 34BE12, 8, 10, 13, 14 e 19
(Yoshida et al., 2001; Fregnani et al., 2003; Crivelini et al., 2009). As células
epiteliais escamosas adjacentes as células fantasmas s&o consideradas
transitérias em processo de transformacédo para células fantasmas, mostrando
positividade para CKs 34BE12, 10 e 13, principalmente na periferia do citoplasma,
adjacente a membrana plasmatica. A expressdao desses marcadores é variavel
quanto a positividade e intensidade nas diferentes camadas epiteliais, dificultando
a comparacao direta do padrao de marcacao de CKs nos diferentes tipos celulares
destas lesées.

Johnson et al. (1997) avaliaram 10 casos de TOCC utilizando o anticorpo
AE1/AE3 e identificaram positividade forte na camada basal e na regido
suprabasal semelhante ao reticulo estrelado, enquanto que expressao fraca ou
auséncia de expressao foi observada nas células fantasmas. Crivelini et al. (2009)
e Lukinmaa et al. (1997) encontraram expressdo de 34BE12 nas células
transicionais. De forma interessante, e ao contrario dos autores ja citados, Piatelli
et al. (1998) relataram um caso de tumor dentinogénico de células fantasmas,que
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revelou forte positividade de AE1/AE3 nas células fantasmas, achado encontrado
posteriormente por Kim et al., (2007). Fregnani et al. (2003) também descreveram
positividade para AE1/AE3 e 34BE12 nas células fantasmas. El Sissy & Rashed
(1999), descrevem a expressdo de CK13 nas células transicionais e
ocasionalmente na camada basal do TOCC, as células fantasmas mostraram
positividade fraca. Yoshida et al. (2001), descreveram positividade difusa para
CK19 no componente epitelial de 16 casos de TOCC, as células fantasmas foram
positivas para este marcador em apenas 5 casos. Fregnani et al. (2003)
descreveram positividade para CKs 8, 14, 19, AE1/AE3 e 34BE12 na regido
suprabasal em todos 0s casos, enquanto que a camada basal teve expressao
apenas para CK14 e AE1/AES. Crivelini et al. (2009) descreveram expressao de
CK10/13 nas células escamosas e CK14 na camada basal e suprabasal. Um
resumo da expressdao de CKs em TOCC por tipo celular relatada na literatura é
apresentado na tabela 3.

Tabela 3 - Expressao imunoistoquimica das citoqueratinas de acordo com a
literatura em tumor odontogénico cistico calcificante (Johnson et al., 1997;
Lukinmaa et al., 1997; Piatelli et al., 1998; El-Sissy & Rashad, 1999; Yoshida
et al., 2001; Fregnani et al., 2003; Kim et al., 2007; Crivelini et al., 2009).
Anticorpo (CK)
AE1/AE3 34BE12 7 8 1013 13 14 19

S CBP + NA Neg NA Neg + +  +/Neg
O
8 SRE + + Neg + Neg NA + +/Neg
©
5 CT + + NA NA + + NA NA
©
g CE + NA Neg NA + NA Neg Neg
< CF  +/Neg + Neg NA Neg + Neg Neg

CBP - camada basal em paligada, SRE - células semelhantes ao reticulo
estrelado, CT - células transicionais, CE - células com diferenciacao
escamosa, CF - células fantasmas, NA — nao avaliado.
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2.5.2 Sindecan-1 (CD 138)

Sindecan-1 (CD138) é uma proteina expressa na superficie celular com
intensidade leve na camada basal do epitélio, de forma mais intensa nas camadas
suprabasais, estando ausente na camada superficial cornificada (Sanderson et al.,
1992). Sindecan-1 participa do complexo de proteinas de adesao celular
citoesqueleto-membrana, que mantém a organizacdo das células epiteliais
(Bernfield et al., 1992; Mennerich et al., 2004). No PM foi descrita expressao de
CD138 nas células basalbdides, além de perda gradual da expressao nas células
transicionais e fantasmas (Nakamura, 2011). Nao existem relatos na literatura da
expressdo de CD138 em CF e TOCC.

2.5.3 B-Catenina

B-Catenina € uma molécula de adesdo, associada com a proliferacéo e
diferenciacao celular, com papel essencial na transducao de sinais pela via Wnt,
que estabiliza a proteina B-Catenina, promovendo seu acumulo no citoplasma e no
nacleo, onde esta associada com Lef-1/TCF para formar e modular fatores de
transcricdo funcionais como C-myc e ciclina D1. A presenca de B-Catenina no
nacleo estimula a proliferacdo celular (Behrens, 1999; Lo Muzio, 2001). Na
epiderme normal, a B-catenina esta expressa na membrana, tendo expressao

nuclear nas células da matriz do foliculo piloso (Moreno-Bueno et al., 2001).

No PM, B-Catenina esta expressa nas células basal6ides, com grau variavel
de expressao no citoplasma e nucleo, e padrao de membrana e citoplasma nas
células transicionais. Um resumo da expressdo de B-Catenina relatada na

literatura pode ser visualizado na Tabela 4
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Tabela 4 - Expressao imunoistoquimica de B-Catenina relatada na literatura em casos de
pilomatricoma (Moreno-Bueno et al., 2001; Park et al, 2001; Hassanein et al., 2003;
Hassanein & Glanz, 2004; Xia et al, 2006; Demirkan et al., 2007; Kim et al., 2010; Krahl &
Sellheyer, 2010; Ishige et al., 2011).

Autor n CB CT CF
Moreno-Bueno et al. (2001) 40 (100%) N,C +++ C,M Neg
Park et al. (2001) 26 Neg M +++ Neg
Hassanein et al. (2003) 10 (100%) N,C +++ C,N* Neg
Hassanein & Glanz, (2004) 21 N,C +++ C,M Neg
Xia et al. (2006) 32 (81%) NP ND Nd
Demirkan et al. (2007) 12 (80%) N,C +++ ND Neg
Kim et al. (2010) 15°(100%) N,M  +++ Neg Neg
Krahl & Sellheyer, (2010) 10 (100%) N,C +++ ND Nd
Ishige et al. (2011) 16 N, C N,C,M +++° Neg

CB - células basalbides, CT - células transicionais, CF - células fantasmas, N — padrao
nuclear, C — padréo citoplasmatico, M — padrao de membrana, nd — ndo descrita.

4 Expresséo focal no nlcleo das células transicionais.

® De um total de 32 casos, 81% (26) mostraram positividade nuclear, dos quais 6 casos
tiveram expressao fraca(+), 13 expressao moderada (++) e 7 expressao forte (+++).

°De um total de 27 casos, somente em 15 foram encontradas células basaléides.

4 A expressao relatada foi na regido inferior das células transicionais.

No CF, a proteina B-Catenina mostra um padrédo de acumulo nucleo-
citoplasmatico, na maioria dos tumores do tipo adamantinomatoso, principalmente
nos agregados em forma de esférula e nas células adjacentes as células
fantasmas. Entretanto, nos CF do tipo papilar, a expressdo de B-Catenina pode
ser ocasionalmente encontrada, apenas em padrdo de membrana (Sekine et al.,
2004; Buslei et al., 2005). A alta expressao de B-Catenina nos agregados em
forma de esférula tem sido associada com a imunopositividade para CKs 8 e 18,
proeminente expressdao do inibidor kinase dependente de ciclina p21, e baixo
indice de proliferacao celular (Kato et al., 2004; Hofmann et al., 2006; Buslei et al.,
2007; Edgar et al., 2008; Andoniadou et al., 2012).

No TOCC, tem sido descrita positividade nuclear, citoplasmética e de
membrana de B-Catenina. As células epiteliais mais superficiais do revestimento
tem mostrado expressao citoplasmatica com intensidade de fraca a moderada,
enquanto que a camada basal em palicada tem mostrado forte expressao

14



citoplasmética e de membrana. As células localizadas adjacentes as células
fantasmas mostram expressao nuclear (Sekine et al., 2003; Ahn et al., 2008).

Pouco se sabe dos mecanismos envolvidos na tumorigénese do PM, CF e
TOCC, entretanto tem sido enfatizadas alteragdes no gene CTNNB1, que codifica
a proteina B-Catenina. No PM, em 75% dos casos foram detectadas mutagdes
deste gene, indicando possivel participagdo da via Wnt/B-Catenina/Lef-1 na
tumorigénese deste tumor (Chan et al., 1999; Xia et al., 2006). Da mesma forma,
mutac¢des no gene CTNNBT1 tém sido identificadas no CF adamantinomatoso, com
possivel envolvimento da via Wnt/B-Catenina (Hélsken et al., 2010; Andoniadou et
al., 2012). Considera-se que a expressao e acumulo nuclear de B-Catenina nestes
tumores, estimula a proliferacédo celular e/ou inibicdo da morte celular. Portanto, -
Catenina participa na oncogénese destes tumores, pela ativagao da via Wnt/B-
Catenina/Lef-1 (Hassanein et al., 2003; Ahn et al., 2008).

2.5.4 Glut-1

Glut-1, transportador de glucose 1, € um membro da familia das proteinas
transportadoras de membrana Glut, com fun¢des bem estabelecidas de transporte
de glicose, com propriedades reguladoras na homeostase da glicose no
organismo (Montel-Hagen et al., 2009). Estd expresso na membrana das
heméacias, no endotélio capilar do cérebro, no perineuro de nervos periféricos, e na
membrana das células cujo metabolismo € baseado em glicose. Expressao
aberrante tem sido descrita em carcinomas de cabeca e pesco¢o, mama, pulméao
e de células renais (Alo et al., 2001). Nao existem relatos da expressao de Glut-1
em PM, CF e TOCC.

2.5.5 D2-40

D2-40 é utilizado classicamente como marcador de endotélio linfatico, tendo
sido descrita positividade intensa no componente epitelial do CF
adamantinomatoso, no epitélio tipo ameloblastico e nas células adjacentes as
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células fantasmas do TOCC e negatividade no PM (Nakamura et al., 2006; Kikuchi
etal., 2012).

2.5.6 FAS (enzima acido graxo sintase)

A enzima acido graxo sintase (FAS) é codificada pelo gene FASN. Tem a
funcdo de catalisar a sintese de acidos graxos de cadeia longa. FAS tem sido
descrito com positividade fraca restrita as porgdes inferiores da camada espinhosa
do epitélio oral, enquanto que maior expressao foi observada em casos de
hiperqueratose, displasia epitelial e carcinoma escamoso bem diferenciado (Silva
et al., 2008). Nao existem relatos da expressao de FAS em PM, CF e TOCC.

2.5.7cD10

CD10 é também chamado de antigeno comum da leucemia linfoblastica
aguda (CALLA), é uma enzima da superficie celular que inativa peptideos
sinalizadores. E bem conhecida a expressdo de CD10 em neoplasias linfoides,
principalmente originadas do centro germinativo, estando também expressa em
diversos tecidos normais como células mioepiteliais de glandulas écrinas e
apdcrinas, e células estromais mesenquimais. Tem sido descrita forte expressao
nos foliculos dérmicos do tipo velus, com negatividade nos foliculos terminais
(Sanders & Carr, 2007). CD10 é util para o diagndéstico diferencial entre carcinoma
basocelular e tricoepitelioma, sendo positivo apenas no primeiro (Pham et al.,
2006). No PM foi detectada positividade forte e difusa para este marcador nas
células basalbides (Yada et al., 2004). Nao existem relatos da expressao de CD10
em CF e TOCC.

2.5.8 Outros marcadores

No PM, expressao de bcl-2 tem sido descrita principalmente nas células
basaldides indicando falha na supressdo da apoptose e contribuindo na
patogénese do tumor. Nas células basalbides também foi observada expressao de
ciclinas D1, D2 e D3 (Farrier & Morgan, 1997; Xu et al., 2003).
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No CF adamantinomatoso tem sido descrita reatividade variavel de
proteinas do esmalte como amelogenina, enamelina e enamelisina. CEA (antigeno
carcinoembrionario) € uma glicoproteina envolvida na adeséao celular produzida de
forma normal durante o desenvolvimento fetal, em adultos apresenta expressao
limitada incluindo colon, estémago, eséfago, lingua e cervix, é principalmente
encontrado em células malignas principalmente adenocarcinomas (Hammarstrém,
1999). EMA (antigeno epitelial de membrana) € uma glicoproteina identificada na
membrana da maioria dos epitélios ndo neoplasicos (Pinkus & Kurtin, 1985). Tena-
Suck et al. (2006), descreveram positividade para CEA em 21% dos casos, nas
células com diferenciagcdo escamosa e na regidao semelhante ao reticulo estrelado,
EMA em 51% dos casos com expressdo nas células epiteliais e laminina 8 com
positividade variavel no componente epitelial. Lef-1 (Lymphoid enhancer factor 1)
€ uma proteina que participa no desenvolvimento dentario, com expressao nos
agregados celulares em padrao de redemoinho do CF adamantinomatoso (Badger
& Gardner, 1997; Sekine et al., 2004; Fernandez-Miranda et al., 2012).

No TOCC as células fantasmas mostraram expressdo de proteinas da
matriz de esmalte como amelogenina, enamelina e enamelisina (Takata et al.,
2000; Yoshida et al., 2001). Expressao de laminina foi descrita na uniao epitélio-
mesénquima, sendo que laminina 1 est4 expressa nas células basais, suprabasais
e fantasmas, enquanto que laminina 5 tem forte expressao nas células fantasmas

(Poomsawat et al., 2007).

Casos de odontoma com grande quantidade de células fantasmas tém sido
avaliados com anticorpos contra proteinas do pelo como PA-HP1, PA-HP2 e MA-
HP1, além de B-Catenina e LEF-1. Positividade nas células fantasmas foi
observada com os anticorpos contra proteinas do pelo, enquanto que B-Catenina e
LEF-1 foram identificados de forma moderada no citoplasma e nucleo do epitélio
odontogénico adjacente as células fantasmas, e apenas de forma fraca nas
células fantasmas (Tanaka et al., 2007).
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Existem poucos trabalhos comparando os trés tumores em relacdo as suas
caracteristicas imunoistoquimicas. Kusama et al. (2005) demonstraram a
expressao de diferentes proteinas do foliculo piloso no PM, CF e TOCC e de
acordo com estes autores as células fantasmas apresentam diferenciagdo pilosa.
Em outro trabalho, Kikuchi et al. (2012) descrevem a positividade para queratinas
do cabelo (hard a-keratin) nas células fantasmas do TOCC, CF e PM, e nas

células transicionais do PM.
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3 PROPOSICAO:
3.1 Objetivo geral

Os objetivos deste trabalho foram descrever e analisar comparativamente
as caracteristicas histolégicas e imunoistoquimicas do pilomatricoma,

craniofaringioma e tumor odontogénico cistico calcificante.
3.2 Objetivos especificos
1. Determinar as caracteristicas histolégicas de casos de PM, CF e TOCC.

2. Avaliar a expressao imunoistoquimica em casos de PM, CF e TOCC a
través dos marcadores AE1/AE3, CKs 8, 14 e 19, CD138, B-Catenina, Glut-
1, D2-40, FAS e CD10.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostra

Neste trabalho foram usados 43 casos, sendo 21 de pilomatricoma (PM), 14
de craniofaringioma (CF) e 8 de tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC)
oriundos dos seguintes servigos: Servico de Estomatologia e Patologia Oral da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP, Piracicaba/SP, Brasil) (4 casos de PM e 6 casos de TOCC) e do
Centro Clinico de Cabeca e Pescoco, Cidade da Guatemala, Guatemala (17 casos
de PM, 14 casos de CF e 2 casos de TOCC) no periodo de 1988 até 2012. Dados
demogréaficos como idade, género, localizacdo e caracteristicas clinicas foram

obtidas a partir dos registros dos casos em cada laboratério.
4.2 Analise Histopatologica

Os blocos de parafina de cada caso foram submetidos a 2 cortes de 5 um
de espessura para andlise histopatolégica, sendo as laminas coradas
rotineiramente com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram revisadas para
confirmagéo do diagnéstico de PM, CF e TOCC segundo critérios sugeridos pela
OMS (Hurt et al.,, 2006; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005; Rushing et al,
2007). Todas as lesbes foram avaliadas quanto ao padrdao arquitetural,
caracteristicas epiteliais e estromais. Com relacédo a arquitetura consideraram-se o
padrao cistico, padrao solido e misto. Os critérios epiteliais incluiram: epitélio basal
colunar em palicada, epitélio semelhante ao reticulo estrelado, agregados
celulares em redemoinho, queratina lamelar, células basalbides, células
transicionais, células fantasmas, e células escamosas. Os casos de PM foram
divididos em estagios segundo a classificacdo de Kaddu et al., (1996). No estroma
considerou-se presenca de inflamacéao, calcificagdo, metaplasia 6ssea, reagéao
granulomatosa com células gigantes, pigmentacdo, histi6citos espumosos,
dentindide, necrose e cristais de colesterol.
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A andlise histolégica foi realizada em microscopia de luz por meio de
microscépio binocular (Nikon YS 100, Japao) adaptado com ocular WSCF 10X/18
e objetivas NIKON 4X/0,10, 10X/0,25, 40X/0,65 e 100X/1,25.

4.3 Analise Imunoistoquimica

Para a realizacéo das reac6es imunoistoquimicas, os blocos de parafina de
cada caso foram cortados na espessura de 3 um e os cortes colocados sobre
laminas previamente tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical
Company, EUA). Os cortes foram desparafinizados através de duas trocas de xilol
por 10 minutos cada, em temperatura ambiente, seguidas de hidratacdo em
solucdes com concentracdes decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%), e

posterior lavagem em agua corrente e destilada.

A recuperacdo antigénica foi feita através da imersao das laminas em
solugdo de tampéo citrato a 10 mM (pH 6,0) em panela de presséao (Eterna, Nigro
Aluminio LTDA), durante um ciclo de 3 minutos sob pressédo. Apds 20 minutos de
resfriamento do liquido em temperatura ambiente, os cortes foram lavados em
agua corrente e destilada, e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada
com H>O, (20 volumes) por 25 minutos através de cinco incubagdes de cinco
minutos cada, ap6s as quais os cortes foram lavados em &gua corrente e
colocados em solugcédo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS: phosphate-
buffered saline). Os anticorpos primarios foram diluidos em albumina sérica bovina
(BSA) a 1% e azida sédica (NaN3) a 0,1% em PBS, e os cortes incubados com os
anticorpos primarios em cémara Umida, por 16 horas a 4°C. A analise
imunoistoquimica de todos os casos incluiu a utilizagdo de anticorpos primarios
anti-citoqueratinas AE1/AE3, 8, 14, 19, além dos anticorpos anti-CD138, pB-
Catenina, D2-40, Glut-1, FAS e CD10, os quais foram selecionados de acordo aos
utilizados previamente na literatura e outros incluidos neste trabalho pela primeira

vez (Tabela 5).
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Tabela 5 - Anticorpos primarios e respectivos clones, diluicbes e fabricantes, utilizados na
avaliacao dos casos de PM, CF, TOCC.

Anticorpo primario Clone Diluicao Fabricante

Pan-citoqueratina AE1/AE3 1:500 Dako ?

CKs TS1 1:500 Novocastra °

CK14 LL002 1:200 Novocastra °
CK19 RCK108 1:200 Dako ?
CD138 MI15 1:100 Dako ?

B-Catenina 17C2 1:200 Novocastra °
D2-40 D2-40 1:100 Dako ?

Glut-1 Policlonal 1:100 Bio Systems ¢

FAS 23-Fatty Acid Synthase 1:200 BD Transduction ®
CD10 270 1:100 Novocastra °

4Dako, A/S, Glostrup, Dinamarca.
® Novocastra, Reino Unido.

°Bio Systems.

4BD Transduction Laboratories.

A segquir, os cortes foram lavados com trés trocas de PBS e o anticorpo
secundario conjugado a biotina foi entdo adicionado (LSAB, Dako, EUA), durante
trinta minutos a 37°C. Posteriormente os cortes foram novamente lavados em PBS
(3 trocas) e expostos ao complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako,
EUA) por mais 30 minutos a 37°. Em seguida, apéds trés lavagens com PBS, as
reacoes foram evidenciadas com solugéo de tetracloreto de 3,3’ diaminobenzidina
(DAB) a 0,06% (Sigma, EUA) em PBS contendo H»0O,, e dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma, EUA) por cinco minutos a 37°C. Os cortes foram lavados em &gua corrente
e contra corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos. Seguindo-se nova
lavagem com agua corrente para eliminar os excessos do corante, os cortes foram
desidratados em trés trocas de alcool absoluto, diafanizados em xilol e finalmente
montados com Balsamo do Canada. Todas as rea¢des foram acompanhadas de
controle positivo, em tecidos sabidamente positivos para o anticorpo testado,
conforme o fabricante, e por controles negativos, pela omissdo do anticorpo
primario.

A marcacao das CKs AE1/AE3, 8, 14 e 19, CD138, B-Catenina, D2-40, Glut-
1, FAS e CD10 foi classificada em positiva (maior que 5%), ou negativa (menor
que 5%). Com relacdo a intensidade da marcacao a avaliagdo foi subjetiva e os
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critérios estabelecidos foram: fraca (+), moderada (++) e forte (+++). Além disso,
para B-Catenina foi levado em consideracao o padrao de marcacdo de membrana,
citoplasmatico ou nuclear.

Os marcadores imunoistoquimicos foram avaliados independentemente

para cada tipo celular, especificados na Tabela 6.

Tabela 6 - Tipos celulares incluidos na avaliagdo imunoistoquimica de PM, CF e TOCC.

PM CF e TOCC
Células basal6ides Camada basal de células colunares em palicada
Células transicionais Camada suprabasal semelhante ao reticulo estrelado
Células fantasmas Células transicionais
Células escamosas Células fantasmas
Células escamosas
Agregados celulares em redemoinho

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP sob o nimero de protocolo
143/2011 tendo sido aprovado. O certificado da resolugdo esta anexado ao final
desta dissertacao (Anexo).

23



5 RESULTADOS
5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

A Tabela 7 mostra o resumo dos dados demograficos e clinicos de todos o0s
casos de PM, CF e TOCC. Dos 21 casos de pilomatricoma, treze (62%)
acometeram pacientes do género masculino e oito do género feminino (38%). A
idade variou de 3 a 75 anos com meédia de 17 anos. A lesdo era nodular em 16
casos (76%), acometendo preferencialmente a pele da regido maxilofacial em 13
casos, dentro deste grupo, as regides mais afetadas foram pré-auricular e angulo
mandibular, com 3 casos cada. Outras localizagbes foram pele das extremidades
superiores, 3 casos, pescogo e tronco com dois casos cada. Nao foi fornecida a
localizagdo em um caso. A média do diametro foi de 1.4 cm, variando de 0.5 a 3.5
cm (Apéndice 1).

Dos 14 casos com diagndstico de craniofaringioma, sete (50%) acometeram
pacientes do género feminino e sete do género masculino. A idade variou de 2 a
63 anos com média de 23 anos, sendo que 9 casos (64%) acometeram pacientes
na primeira e segunda décadas de vida. Todos 0s casos ocorreram na regiao
supraselar, com didmetro de 2 a 8 cm, média de 3.5 cm (Apéndice 2). Os

principais sintomas clinicos foram cefaléia e alteragdes da acuidade visual.

Os 8 casos de TOCC afetaram igualmente homens e mulheres, com média
de idade de 47 anos, variando de 11 a 69 anos. Cinco casos (56%) acometeram
pacientes entre a quinta e sétima décadas de vida. Seis casos envolveram a
mandibula (75%, Figura 1A), acometendo igualmente as regides anterior e
posterior com 3 casos cada. O aspecto radiografico radioltcido foi encontrado em
quatro casos (44%), e de lesbes mistas em dois casos (25%) (Figuras 1C e 1D).
Apenas um caso foi descrito com aspecto radiografico em flocos de algodao (caso
6). Expansao da cortical foi descrita em trés casos (38%) (Figura 1B), e um caso
cada apresentou deslocamento de dentes, reabsorg¢édo dentaria ou dor a palpagao.
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As lesGes apresentaram em média 1.5 cm de didmetro variando de 0.8 a 2.5 cm
(Apéndice 3).

Tabela 7 - Distribuicio das principais caracteristicas demograficas, clinicas e
radiograficas dos pilomatricomas, craniofaringiomas e tumores odontogénicos cisticos
calcificantes.

Caracteristicas PM (n=21) CF (n=14) TOCC (n=8)
Género F/M 8/13 77 4/4
Média de idade (amplitude) 17 (3-75) 23 (2-63) 47 (11-69)
Localizacao
Sela tarcica
Supraselar n/a 14 (100%) n/a
Pele
Regiao 13 (62%) n/a n/a
maxilofacial*
Pescoco 2 (10%) n/a n/a
Tronco 2 (10%) n/a n/a
Extremidades 3 (14%) n/a n/a
Indisponivel 1 (5%) n/a n/a
Maxila 2 (25%)
Anterior n/a n/a 2
Posterior n/a n/a 0
Mandibula 6 (75%)
Anterior n/a n/a 3
Posterior n/a n/a 3
Aspecto radiografico
Radiolucido n/a n/a 4 (44%)
Radiopaco n/a n/a 0
Misto n/a n/a 2 (25%)
Indisponivel n/a n/a 2 (25%)
Unilocular n/a n/a 2 (25%)
Multilocular n/a n/a 0
Indisponivel n/a n/a 6 (75%)
Presenca de dor 1 (5%) n/a 1 (13%)
Expansao cortical 6ssea n/a n/a 3 (38%)
Reabsor¢édo ou deslocamento de n/a n/a 2 (25%)
dente
Tamanho (média em cm) 1,4 3,5 1,5

*Como pele da regido maxilofacial agruparam-se os casos localizados na regiao pré-
auricular, infra-auricular, palpebral, infra-orbitaria, bochecha e labio.
n/a - nao se aplica.
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Figura 1 - Caracteristicas clinicas e radiograficas do tumor odontogénico cistico
calcificante (caso 6). A - TOCC localizado na regidao anterior de mandibula. B -
Radiografia oclusal de lesédo unilocular bem-delimitada, com expansao das corticais
vestibular e lingual. C - Radiografia panoramica de lesdao mista, provocando reabsorgao
radicular. D - Radiografia da peca cirurgica mostrando focos radiopacos no seu interior.
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5.2 Caracteristicas histopatolégicas do componente epitelial

A Tabela 8 mostra a distribuicdo do percentual de casos apresentando os
critérios histopatolégicos avaliados no epitélio nos trés grupos de tumores
estudados (Apéndices 4, 5 e 6 mostram os resultados de cada grupo).

5.2.1 Pilomatricoma

A avaliagcdo microscépica dos PMs mostrou duas lesdes cisticas e 19 (90%)
sélidas (Figuras 2A e 2B). De acordo com a classificacdo de Kaddu et al., (1996)
10 casos (48%) pertenciam a lesbes em estagio regressivo inicial (Figura 2A), por
apresentarem, embora em pequenas quantidades, focos de células escamosas ou
basaldides, 9 casos (43%) ao estagio regressivo tardio, apresentando somente
massas eosinofilicas de células fantasmas e focos de calcificacdo e ossificacao,
nao apresentando componente epitelial com vitalidade (Figuras 2B). Um caso
cada (5%) foi classificado como estagio inicial e completamente desenvolvido,
ambos apresentando padrao cistico.

Os PMs, nao apresentam camada basal em palicada, regido semelhante ao
reticulo estrelado ou formacgéo de estruturas em redemoinho, entretanto 13 casos

(62%) mostraram lamelas de queratina (Figura 2F).

As células fantasmas foram o tipo celular mais frequente nos PMs, sendo
observadas em todos os 21 casos na forma de agregados ou massas amorfas
(Figura 2D). As células transicionais (Figura 2C) e basal6ides estavam presentes
em 57% dos casos. As células transicionais localizavam-se entre as células
basaldides e as células fantasmas, mostrando citoplasma eosinéfilo e nuacleo
pequeno. As células basalbides foram identificadas principalmente na periferia do
tumor, consistindo de regides coesas de células pequenas, intensamente
basofilas, nudcleo central, grande e redondo. Onze casos (52%) exibiram
agregados focais de células escamosas (Figura 2E), contendo granulos querato-
hialinos (Figura 2F), achado somente observado no pilomatricoma, estando
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ausentes nos casos de CF e TOCC. Com frequéncia, observou-se em varias
areas transicao gradual entre as células basalbides e fantasmas.

5.2.2 Craniofaringioma

Dos CFs, 9 (64%) les6es apresentaram padrao misto (Figura 3C), ou seja,
mostraram areas soélidas e cisticas, 4 (29%) apresentaram padrdo puramente
cistico (Figura 3A), sendo um multicistico, e apenas um (7%) era sdlido (Figura
3B).

O epitélio basal colunar em palicada e a regiao semelhante ao reticulo
estrelado (Figura 3D) foram encontrados nos 14 casos de CF. Estruturas em
forma de redemoinho foram identificadas em 12 casos (Figura 3E). Nao foram

identificadas lamelas de queratina.

Todos os casos de CF apresentaram células fantasmas (Figura 3F); células
escamosas foram observadas em 13 casos, e 12 mostravam células transicionais

(Figura 3F). Células basal6ides nao foram observadas nos CF.
5.2.3 Tumor odontogénico cistico calcificante

Dos 8 casos de TOCC, 6 foram considerados cisticos (Figura 4A), e 2 eram

lesbes solidas (Figura 4B).

Os 8 casos de TOCC apresentaram epitélio basal colunar em palicada.
Epitélio semelhante ao reticulo estrelado (Figura 4C) foi encontrado em 6 casos
(75%), e estruturas em redemoinho no revestimento epitelial (Figura 4D) em 2

casos. Em nenhum caso foi identificada queratina filamentosa ou lamelar.

As células mais prevalentes no TOCC foram as transicionais e as
fantasmas, presentes em todos os 8 casos (Figura 4E). Células escamosas foram
observadas em 7 casos (Figura 4F), e ndo foram identificadas células basalbides.

28



Tabela 8 - Frequéncia dos critérios histopatoldégicos analisados no epitélio dos
pilomatricomas, craniofaringiomas e tumores odontogénicos cisticos calcificantes.

Critérios Histopatoldégicos PM (n=21) CF (n=14) TOCC (n=8)
Padrao Arquitetural
Cistico 2 (10%) 4 (29%) 6 (75%)
Sélido 19 (90%) 1(7%) 2 (25%)
Misto 0 9 (64%) 0
Estagio
Inicial 1 (5%) n/a n/a
Completamente 1 (5%) n/a n/a
desenvolvido
Regressivo inicial 10 (48%) n/a n/a
Regressivo tardio 9 (43%) n/a n/a
Caracteristicas Epiteliais
Epitélio basal colunar 0 14 (100%) 8 (100%)
em palicada
Epitélio semelhante ao 0 14 (100%) 6 (75%)
reticulo estrelado
Agregados celulares em 0 12 (86%) 2 (25%)
redemoinho
Queratina lamelar 13 (62%) 0 0
Tipos Celulares
Células basaldides 12 (57%) 0 0
Células transicionais 12 (57%) 12 (86%) 8 (100%)
Células fantasmas 21 (100%) 14 (100%) 8 (100%)
Células escamosas 11 (52%) 13 (93%) 7 (88%)

n/a - nao se aplica.
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Figura 2 - Aspectos histolégicos dos PMs, mostrando o padréo arquitetural e tipos celulares. A - Sélido,
estagio regressivo inicial. Corddes de células basaldides adjacentes a massas de células fantasmas
(50x HE). B - Sdlido, estagio regressivo tardio com metaplasia 6ssea. (100x HE). C - Células
transicionais. Condensacéao gradual do ndcleo, abundante citoplasma eosindéfilo (400x HE). D - Células
fantasmas. Perda completa do nudcleo (400x HE). E - Células escamosas. Grandes ovoides a
alongadas, limites celulares bem definidos e citoplasma eosinéfilo abundante (400x HE). F - Queratina

lamelar, células escamosas mostrando granulos de querato-hialina e células fantasmas (400x HE).
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Figura 3 - Aspectos histolégicos do CF mostrando o padrao arquitetural e tipos celulares. A - CF cistico.
Cavidade revestida por epitélio com células fantasmas e espessamentos focais (50x HE). B - CF sdélido. llhas
de células epiteliais semelhantes ao reticulo estrelado e células fantasmas (100x HE). C - CF misto. Corddes
de células epiteliais adjacentes a espagos cisticos (50x HE). D - Epitélio basal colunar em palicada e regiao
suprabasal semelhante ao reticulo estrelado (400x HE). E - Agregados celulares em redemoinho no
revestimento epitelial (400x HE). F - Transicao abrupta de células epiteliais a fantasmas. Ainda se identificam
algumas células com remanescentes do nucleo (400x HE).
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Figura 4 - Aspectos histologicos do TOCC mostrando o padrao arquitetural e tipos celulares. A - TOCC
cistico. Cavidade revestida por epitélio escamoso delgado com pequenos focos de células fantasmas
(100x HE). B - TOCC sdlido. Células epiteliais formando corddes e trabéculas adjacentes a massas de
células fantasmas (100x HE). C - Revestimento epitelial mostrando a camada basal colunar em palicada
(400x HE). D - llhas epiteliais mostrando agregados celulares centrais em padrdo de redemoinho (200x
HE). E - Células fantasmas adjacentes a células epiteliais em processo de transformacao (400x HE). F -

Fino revestimento epitelial de células escamosas alongadas sobre um estroma fibroso (400x HE).
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5.3 Caracteristicas histopatoldgicas do estroma

A Tabela 9 mostra a distribuicdo do percentual de casos apresentando os
critérios histopatologicos avaliados no estroma dos trés grupos de tumores
estudados (Apéndices 4, 5 e 6 mostram os resultados de cada caso).

5.3.1 Pilomatricoma

O estroma dos PMs exibiu mais comumente inflamagéo crénica em 17
casos (81%), e reacao granulomatosa com células gigantes multinucleadas em 16
casos (76%). Menos frequentemente observou-se em 7 casos (33%) necrose,
metaplasia éssea (Figura 7A) em 6 casos (29%) e 2 casos apresentaram
pigmentacdo (Figura 7C) e histiocitos espumosos (Figura 7D). Calcificagéo,
material dentindide e cristais de colesterol ndo foram observados no estroma dos

pilomatricomas.
5.3.2 Craniofaringioma

Inflamacao crbnica e calcificacdo estavam presentes nos 14 casos de CF.
Histiocitos espumosos e reacdo granulomatosa tipo corpo estranho (Figura 7B)
foram observados em 10 (71%) e 9 casos (64%), respectivamente. Pigmentacao
foi encontrada em 6 casos (43%), enquanto que 3 casos (21%) exibiram necrose.
Dois casos (14%) mostraram cristais de colesterol e apenas um caso (7%)
metaplasia éssea.

5.3.3 Tumor odontogénico cistico calcificante

O estroma dos 8 casos de TOCC apresentou inflamagéao cronica, € 6 (75%)
apresentaram calcificagdes irregulares tipo distrofica. Mais da metade dos casos
de TOCC (6 casos, 75%) apresentavam material dentindide (Figura 7E). Reacao
granulomatosa com células gigantes e cristais de colesterol (Figura 7F) foram
observados em 4 (50%) e 3 casos (38%), respectivamente, enquanto que apenas

um caso (13%) apresentou necrose.
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Tabela 9 - Caracteristicas histoldgicas do estroma dos pilomatricomas, craniofaringiomas

e tumores odontogénicos cisticos calcificantes.

Critérios histopatoldgicos PM (n=21) CF (n=14) TOCC (n=8)

Estroma
Inflamacéo croénica 17 (81%) 14 (100%) 8 (100%)
Calcificacao 0 14 (100%) 6 (75%)
Metaplasia 6ssea 6 (29%) 1 (7%) 0
Reacéo granulomatosa 16 (76%) 9 (64%) 4 (50%)
Pigmentagéo 2 (10%) 6 (43%) 0
Histiécitos espumosos 2 (10%) 10 (71%) 0
Dentindide 0 0 6 (75%)
Necrose 7 (33%) 3 (21%) 1 (13%)
Cristais de colesterol 0 2 (14%) 3 (38%)
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Figura 5 - Caracteristicas do estroma do PM, CF e TOCC. A - PM, massas de células
fantasmas e metaplasia 6ssea (200x HE). B - CF, reacdo granulomatosa as células
fantasmas com células gigantes multinucleadas e macréfagos (400x HE). C - PM,
Pigmentagdo evidente em células fantasmas, células gigantes multinucleadas e
macréfagos (400x HE). D - PM, infiltrado inflamatério mononuclear e histiécitos
espumosos (400x HE). E - TOCC, massas confluentes de material dentinéide (100x HE).
F - TOCC, cristais de colesterol no estroma fibroso e um agregado de células fantasmas

(200x HE).
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5.4 Imunoistoquimica

A Tabela 10 apresenta a imunoexpressédo de CKs AE1/AES, 8, 14, 19, além
de CD138, B-Catenina, Glut-1, D2-40, FAS e CD10 nos pilomatricomas,
craniofaringiomas e tumores odontogénicos cisticos calcificantes. Com relacao ao
padrdao de marcacdao, as citoqueratinas e FAS mostraram positividade no
citoplasma, CD138, Glut-1, D2-40 e CD10 na membrana e B-Catenina no citopla
sma, membrana e/ou nucleo. Para facilitar a descricdo de imunoistoquimica, os

resultados seréo descritos para cada tipo celular e/ou estrutura epitelial.
5.4.1 Pilomatricoma

As células basaldides mostraram positividade fraca e focal de AE1/AE3 em
10 casos (83%). CKs 8, 14 e 19 foram negativas em todos os casos. CD138 foi
positivo em todos os casos com intensidade forte (Figura 6A). B-Catenina teve
expressdao em 10 casos, em padrédo forte de membrana (Figura 6C), entretanto
Glut-1 e D2-40 ndo mostraram positividade em nenhum caso. FAS mostrou
positividade no citoplasma, em 10 casos (Figura 6D), enquanto que CD10 na
membrana (Figura 6B) em todos os casos.

As células transicionais mostraram expressao de intensidade de fraca a
moderada para AE1/AE3, CD138 e FAS em 58%, 33% e 67% dos casos
respectivamente. CKs 8, 14, 19, B-Catenina, Glut-1, D2-40 e CD10 foram
negativos em todos os casos.

As células fantasmas foram positivas para AE1/AE3 em 15 casos (71%) de
forma fraca (Figura 6E). CKs 8, 14, 19, B-Catenina, Glut-1, D2-40 e CD10 foram
negativos em todos os casos. Apenas um caso foi positivo para FAS de forma
fraca e focal.

As células escamosas foram positivas para AE1/AE3, CK14, CD138 e Glut-
1 nos 11 casos que apresentaram este tipo celular. AE1/AE3 (Figura 7A) e CD138
(Figura 7B) mostraram intensidade forte e difusa, enquanto que CK14 (Figura 7C)
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moderada focal e Glut-1 (Figura 7D) focal de moderada a forte. Todos 0s casos
foram negativos para CK8. Em 5 casos (45%) CK19 mostrou positividade fraca e
focal. B-Catenina foi positivo em 6 casos (55%) com expressdo fraca na
membrana. Nove casos (82%) mostraram positividade fraca para FAS e 2 casos
(18%) para CD10 de forma moderada e focal.

5.4.2 Craniofaringioma

A camada basal em palicada em todos os casos de CF mostrou
positividade intensa para AE1/AE3 (Figura 8A), enquanto que a expressao de
CK14 foi variavel, de fraca a forte, e em alguns casos de maneira focal. 8 casos
foram positivos para CK8, e 3 para CK19, com intensidade de fraca a moderada.
Apenas 2 e um caso foram positivos para CD138 e 3-Catenina, respectivamente, a
ultima em padrdao citoplasmatico e nuclear. D2-40 mostrou positividade de
moderada a forte em 10 casos (71%) (Figura 8B). Glut-1, FAS e CD10 foram

negativos.

A regido semelhante ao reticulo estrelado foi positiva em todos os casos
para AE1/AE3 e CK8 (Figuras 8A e 8C), tendo também em 11 casos (79%)
expressao para CK19, CD138 e D2-40. CK14 foi positivo em 7 casos (50%) de
forma fraca e focal. Nao foi observada expressao para B-Catenina, Glut-1, FAS e
CD10.

As células transicionais mostraram expressao forte para AE1/AE3 em todos
0s casos, CK8 em 6 casos (46%) e CKs 14 e 19 em 10 casos (77%). Com relacao
aos outros marcadores, CD138, Glut-1, FAS e CD10 a positividade foi em 10
casos (77%), 12 (92%) (Figuras 8D), 11 (Figura 8E) e 9 respectivamente.
Expressdao de B-Catenina foi encontrada em 7 casos (50%), dos quais 2
mostraram positividade em padrdo citoplasmatico e 6 (75%) em padrdo nuclear
(Figuras 8F). D2-40 n&o mostrou expressao.
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As células fantasmas mostraram positividade fraca para AE1/AE3 em 12
casos (86%), e para FAS em 2 casos (14%) de forma fraca e focal (Figura 8E),

enquanto que os outros marcadores foram negativos.

Com relacdo as CKs, as células escamosas de 12 casos (100%) foram
positivas para AE1/AES3, e 10 casos para CKs 8 e 19, enquanto que CK14 foi
positivo em 8 casos (67%). Dos demais marcadores, CD138, D2-40, FAS e CD10
a positividade foi em 8, 2, 11 e 4 casos respectivamente. 3-Catenina e Glut-1 nao

mostraram expressao.

Agregados celulares em padrao de redemoinho. Apenas 4 casos foram
positivos para AE1/AES, entretanto 9 casos expressaram CK8 (Figura 8l). CKs 14
e 19 foram negativas. Onze casos (92%) expressaram CD138 e FAS (Figuras 8H
e 8E) com intensidade moderada. B-Catenina mostrou positividade em 8 casos
(67%), em padrao nuclear e citoplasmatico (Figura 8F) e apenas 2 expressaram
Glut-1, enquanto que D2-40 foi negativo. Todos os casos mostraram positividade
forte para CD10 (Figura 8G).

5.4.3 Tumor odontogénico cistico calcificante

A camada basal em palicada mostrou positividade para AE1/AE3 em todos
os casos (Figura 9A), sendo 3 casos (38%) fortemente positivos para CK8 (Figura
9F), 7 (88%) para CK14 com intensidade de fraca a moderada (Figura 9B), e 6
(75%) para CK19 (Figura 9D). Apenas 2 casos (25%) expressaram CD138 com
intensidade moderada. B-Catenina foi expressa num total de 7 casos (88%), 4
casos em padrdo citoplasmatico e de membrana e 3 casos citoplasmatico, de
membrana e nuclear (Figura 9C) com intensidade de fraca a forte. Os marcadores
D2-40 (Figura 9E) e FAS mostraram positividade em 5 casos (63%), de forma
moderada e fraca respectivamente, enquanto que Glut-1 e CD10 foram negativos.

A regido semelhante ao reticulo estrelado mostrou positividade forte em
todos os casos para AE1/AES3, expressou CKs 8 e 19 em 3 casos cada e CK14 em
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4 casos de forma fraca. CD138 foi positivo em 3 casos (50%), enquanto que B-
Catenina de forma fraca em 4 casos (67%), mostrando em 3 padrdo de membrana
e de membrana e nucleo em apenas um caso. Glut-1 e FAS foram positivos com
intensidade fraca em um e 2 casos respectivamente. N&o foi observada expresséo
para D2-40 e CD10.

Em todos os casos, as células transicionais mostraram positividade forte
para AE1/AES3, e moderada para CKs 14 e 19 (Figuras 9A, B e D), enquanto que
CKS8 foi positiva em 3 casos com intensidade forte (Figura 9F). Com relacédo aos
demais marcadores, CD138 e Glut-1 foram fortemente expressos em 6 casos e
D2-40 em 7 (Figuras 9H, | e E), B-Catenina foi positiva em 7 casos, sendo
citoplasmatico e nuclear em 3 casos, apenas nuclear também em 3 casos e de
membrana em um caso (Figura 9C). CD10 foi expresso fortemente em todos os
casos, 0 mesmo ocorrendo com FAS, mas este com expressdo de fraca a
moderada (Figura 9G).

Todos os casos mostraram positividade fraca para AE1/AE3 (Figura 9A) e
um caso para FAS nas células fantasmas. Os demais marcadores foram

negativos.

As células escamosas mostraram positividade forte para AE1/AES,
moderada para CK14, e de fraca a forte para CK19 em todos os casos, enquanto
que CK8 foi positivo em 4 casos. Seis casos (86%) mostraram positividade para
CD138, D2-40 e FAS, enquanto que Glut-1 foi em apenas um caso. 3-Catenina foi
positiva em padrdao de membrana em 4 casos (57%), mostrando expressao de
fraca a moderada e CD10 (Figura 9J) foi expresso em todos 0s casos.

Agregados celulares em padrdo de redemoinho. Apenas 2 casos mostraram
estas estruturas, que foram fracamente positivas para AE1/AE3, mas fortemente
para CKs 8, 19 e CD10. Os dois casos também foram positivos para FAS,

enquanto que apenas 1 caso expressou CD138. (B-Catenina foi fracamente
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positiva nos dois casos, em padrao nuclear. CK14, Glut-1 e D2-40 foram

negativos.

Os apéndices 7, 8 e 9 apresentam a marcacao dos anticorpos AE1/AES,
CK8, CK14, CK19, CD138, B-Catenina, Glut-1, D2-40, FAS e CD10 no
componente epitelial de cada caso de PM, CF e TOCC.
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Tabela 10 - Imunoexpressdo de CKs AE1/AE3, 8, 14, 19, CD138, p-Catenina, Glut-1, D2-40, FAS e CD10 no tecido epitelial dos PMs, CFs e
TOCGCs.

PM CF TOCC
CB CT CF CE | CBP SRE CT CF CE ER CBP SRE CT CF CE ER
AE1/AE3 83% 58% 71% 100%| 100% 100% 100% 86% 100% 33% | 100% 100% 100% 100% 100% 100%
CKs8 Neg Neg Neg Neg | 57% 100% 46% Neg 83% 75% | 38% 50% 38% Neg 43% 100%
CK14 Neg Neg Neg 100%| 100% 50% 77% Neg 67% Neg 88% 67% 100% Neg 100% Neg
CK19 Neg Neg Neg 45% | 21% 79% 77% Neg 83% Neg 75% 59% 100% Neg 100% 100%
CD138 100% 33% Neg 100%| 14% 79% 77% Neg 67% 92% 25% 50% 75% Neg 86% 50%
B-Catenina 83% Neg Neg 55% | 7% Neg 50% Neg Neg 67% | 88% 67%  88% Neg 57% 100%
Glut-1 Neg Neg Neg 100%| Neg Neg 92% Neg Neg 17% Neg 17%  75% Neg 14% Neg
D2-40 Neg Neg Neg Neg | 71% 79% Neg Neg 17% Neg 63% Neg 89% Neg 86% Neg
FAS 83% 67% 5% 82% Neg Neg 85% 14% 33% 92% 63% 33% 100% 13% 86% 100%
CD10 100% Neg Neg 18% | Neg Neg 75% Neg 92% 100% | Neg Neg 100% Neg 100% 100%

CB - Células basaldides, CT - Células transicionais, CF - Células fantasmas, CE - Células escamosas, CBP - Camada basal em palicada; SRE -
Células semelhantes ao reticulo estrelado, ER - Estruturas em redemoinho.
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5.5 Analise imunoistoquimica comparativa entre PM, CF e TOCC

A expressao imunoistoquimica dos marcadores avaliados nos trés tipos de
tumores estudados teve diferencas e similaridades. A principal diferenga foi
encontrada no pilomatricoma, em comparagdo com o craniofaringioma e tumor

odontogénico cistico calcificante.

CKs — a expressao de CKs foi menor nos PMs em relagdo aos CFs e
TOCCs. A expressao de AE1/AE3 nas células basaléides foi baixa e focal, assim
como nas células transicionais, sendo negativo para CKs 8, 14 e 19. Por outro
lado, a positividade de 100% para AE1/AE3 na camada basal, regido semelhante
ao reticulo estrelado e células transicionais no CF e TOCC. As células fantasmas
dos 3 tumores expressaram fracamente AE1/AE3 com porcentagem de
positividade de 100%, 86% e 71% no TOCC, CF e PM respectivamente. As CKs
8, 14 e 19 foram negativas nas células fantasmas.

CD138 — as células basaldides e escamosas dos PMs foram as que
mostraram maior expressao de CD138, porém, nos CFs a expressdo deste
marcador foi identificada nas estruturas em padrao de redemoinho em 92% dos
casos e nas células escamosas dos TOCCs em 57%. As células transicionais dos
3 tumores expressaram CD138, sendo que a maior intensidade foi observada nos
TOCCs.

B-Catenina - A expressao de B-Catenina foi mais evidente nos casos de
TOCC nas células da camada basal em palicada e transicionais, em 88% dos
casos. O padrao de expressao teve diferencas segundo o tipo celular, na camada
basal do TOCC a expressao foi citoplasmpatica, de membrana e nuclear, e nas
células transicionais principalmente nuclear. Os PMs expressaram intensamente
nas células basalbides, principalmente na membrana, sendo negativa na regido
transicional em todos os casos. Nos CFs, a metade dos casos mostrou expressao
de fraca a moderada nas células transicionais, sendo que em todos 0s casos 0
padrao de expressao foi nuclear.
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Glut-1 - as células transicionais do CF foram as que mostraram maior
expressao de Glut-1, com forte positividade em 92% dos casos, enquanto que nos
TOCCs a expressao foi observada em 75% dos casos e nos PMs nao foi
identificada positividade para este marcador na regiao transicional. A expressao
de Glut-1 foi maior nas células escamosas dos PMs em relacdo aos TOCCs,
sendo negativo nos CFs. Em 2 casos de CF foi identificada expresséo de Gilut-1
nas estruturas em redemoinho, sendo estas estruturas negativas nos casos de
TOCC. Em relagdo a regiao semelhante ao reticulo estrelado, os TOCCs
mostraram expressao em 17% dos casos, enquanto que os CFs foram negativos.
As demais regides foram negativas para este marcador.

D2-40 - a expressao deste marcador foi identificada nos casos de CF e
TOCC, tendo sido negativa nos PMs. As células da regiao semelhante ao reticulo
estrelado foram as que demonstraram maior expressao no CF, com intensidade
de moderada a forte, sendo esta regido negativa nos TOCCs. Nestes ultimos, as
células transicionais foram as que tiveram maior expressao, com intensidade de

fraca a moderada.

FAS - a expressdo de FAS foi observada principalmente nas células
transicionais dos TOCCs e CFs, com positividade em 100% e 85% dos casos
respectivamente, enquanto que nos PMs a positividade foi maior nas células
basaloides.

CD10 - teve positividade forte nas células basaldides de todos os casos de
PM, sendo negativo nas células transicionais. Por outro lado, as células
transicionais mostraram forte expressdo em todos os casos de TOCC, com
positividade de 75% nos CFs. Além disso, uma forte expressdo de CD10 foi
identificada nos agregados celulares com padrao de redemoinho nos casos de CF
e TOCC em que estas estruturas foram observadas (86% e 25% dos casos
respectivamente). Estas estruturas nao foram identificadas em casos de PM.
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Figura 6 - Perfil imunoistoquimico do tecido
epitelial dos pilomatricomas - Células
basalbides. A - Forte positividade para CD138
(400x 1Q). B - Expressdao de CD10 na
membrana (400x 1Q). C - B-Catenina mostrou
expressao forte em padrdo de membrana
(400x 1Q). D - Expresséao difusa de FAS no
citoplasma (100x 1Q). E - Células fantasmas
mostrando positividade fraca para AE1/AE3
(200x 1Q).
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Figura 7 - Perfil imunoistoquimico do tecido epitelial dos pilomatricomas - Células
escamosas. F - Positividade forte de AE1/AE3 no componente escamoso (400x 1Q). G -
Expressao forte de CD138 nas células escamosas (200x Q). H - Positividade focal para

CK14 (400x 1Q). I - Intensa expressdao membranal de Glut-1 (400x 1Q).
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Figura 8 - Perfil imunoistoquimico do tecido epitelial dos craniofaringiomas. A - Expressao forte de
AE1/AE3 na camada basal e regido suprabasal (400x 1Q). B - D2-40 mostrou positividade moderada
na camada basal (400x 1Q). C - Regiao semelhante ao reticulo estrelado com expressédo de CKs 8 e
19. D - Expressao forte de Glut-1 nas células adjacentes aos agregados de células fantasmas (400x
IQ). E - Expressao moderada de FAS nos agregados em redemoinho (centro) e células transicionais
(esquerda) (400x 1Q). F - Expresséo no nucleo e citoplasma de B-Catenina nas estruturas em padrao

de redemoinho e nucleo das células transicionais (400x Q).
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Figura 8 - Perfil imunoistoquimico do tecido
epitelial dos craniofaringiomas - Estruturas
em redemoinho. G - Forte expressao para
CD10 (400x 1Q). H - Positividade moderada
para CD138 (400x IQ). | - Expressao de CK8
nas estruturas em redemoinho e focal na
regido semelhante ao reticulo estrelado
(200x 1Q).
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Figura 9 - Perfil imunoistoquimico do tecido epitelial dos tumores odontogénicos cisticos
calcificantes. A - Expresséao forte de AE1/AE3 na camada basal em palicada e células transicionais e
fraca nas células fantasmas (200x 1Q). B - CK14 mostrou positividade moderada nas células
transicionais e na camada basal (200x 1Q). C - Positividade moderada de 3-Catenina na membrana
das células transicionais e na membrana, citoplasma e nucleo nas células da camada basal em
palicada (400x 1Q). D - Expressao forte de CK19 nas células transicionais e camada basal (400x 1Q).
E - Camada basal em palicada e células transicionais com padrdo membranal de D2-40 (400x 1Q). F
- Forte expressao de CK8 na camada basal e células transicionais (400x 1Q).
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F|gura 9 Perf|| |mun0|stqu|m|co do temdo epitelial dos tumores odontogemcos cisticos
calcificantes. G - Positividade moderada de FAS no citoplasma das células transicionais
(400x 1Q). H - Expressao forte de CD138 e Glut-1 (I) na membrana das células
transicionais (400x 1Q). J - CD10 fortemente expresso nas células escamosas superficiais
do revestimento epitelial (400x 1Q).
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6 DISCUSSAO

O pilomatricoma, craniofaringioma e tumor odontogénico cistico calcificante
sao trés neoplasias benignas que tém em comum a presenca de células
fantasmas. A histologia mostra alguns aspectos semelhantes, mas ha também
diferengas que permitem distinguir microscopicamente facilmente uma de outra
lesdo. A localizacdo destas lesdes é especifica envolvendo a pele, a boca ou a
regido selar, indicando que a origem e patogénese sao distintas. Os mecanismos
envolvidos na formacao das células fantasmas nao sado conhecidos, podendo ser
semelhantes ou muito diferentes nas trés lesbes. A principio, 0 mais simples seria
considerar que as células fantasmas seriam um estagio terminal de diferenciacéo
das células tumorais, equivalente a formagdo de queratina nos epitélios de
revestimento, visto que sao células que perderam o nucleo e com citoplasma

eosinofilo e homogéneo (hialino).

O pilomatricoma (PM) acomete principalmente a pele da regido de cabega,
pescoco e extremidades superiores de pacientes com menos de 30 anos de idade
(Pirouzmanesh et al., 2003; Hurt et al., 2006), enquanto que o craniofaringioma
(CF) envolve a regidao selar e supraselar de pacientes preferencialmente na
primeira e segunda década de vida (Nayil et al., 2011), e o tumor odontogénico
cistico calcificante (TOCC) usualmente acomete a regido anterior de maxila, entre
a segunda e terceira década da vida (Ledesma-Montes et al.,, 2008). Na maioria
dos trabalhos nédo existe predilecdo por género nestes trés tipos de tumores. No
presente trabalho, a pele da regido da cabeca de homens na primeira e segunda
décadas de vida foram preferencialmente acometidos por PM. Dois pacientes em
nossa casuistica tinham mais de trinta anos de idade (34 e 75 anos), o que é
extremamente incomum em casos de PM, embora um segundo pico de
prevaléncia tenha sido encontrado na sexta e sétima décadas da vida, no estudo
de 209 casos de PM relatados por Julian & Bowers (1998). Todos os casos de CF
do nosso estudo localizaram-se na regido supraselar, sendo a primeira e segunda

década de vida preferencialmente acometidas, sem predilecdo por género. O
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TOCC acometeu preferencialmente regides anteriores com predilegdo pela
mandibula de homens entre a quinta e sétima décadas de vida. Em relacao as
caracteristicas clinicas e demogréficas, o presente trabalho apresentou resultados
compativeis aos dados reportados na literatura, exceto pelo acometimento
preferencial do TOCC na regido da mandibula de pacientes entre a quinta e
sétima década de vida. Comumente o TOCC apresenta-se radiograficamente
como uma imagem radiolucida unilocular bem delimitada, com areas radiopacas
representando focos de calcificacao (Shear & Speight, 2007). Estas caracteristicas
foram compativeis com nossos resultados, os quais demostraram lesdes
uniloculares, radiolicidas e mistas em todos os casos de TOCC em que a

informacgéo e as imagens radiogréaficas foram fornecidas.

Microscopicamente, a maioria dos PMs de nossa amostra eram sélidos,
enquanto que nos CFs predominou padrdo misto, e a maioria dos TOCCs eram
cisticos. De acordo com a literatura a maioria dos PMs s&o solidos, nas fases de
desenvolvimento completo ou em estagios regressivo inicial e tardio (Kaddu et al.,
1996; Yoshimura et al, 1997). Ishige et al. (2011) relataram 16 casos de PM,
todos nos estagios regressivo inicial e tardio. Os CFs do tipo adamantinomatoso
sédo lesbes principalmente de padrao misto, com componentes sélido e cistico
(Tena-Suck et al., 2006, Fernandez-Miranda et al., 2012). No presente trabalho,
todos os casos de CF foram do tipo adamantinomatoso, e as porcentagens dos
casos com padrées misto, cistico e solido foram respectivamente (64%, 29% e
7%), como também relatado por Shin et al. (1999). O TOCC tem sido descrito
principalmente como lesao de padrao simples cistico (Buchner, 1991; Ledesma-

Montes et al., 2008), e seis (75%) dos nossos casos eram francamente cisticos.

Epitélio escamoso com a camada basal em palicada e regido suprabasal
adjacente semelhante ao reticulo estrelado foram encontrados em 48 casos (92%)
de CF adamantinomatoso relatados por Paulus et al. (1997), dos quais 27 (50%)
mostraram semelhancas com TOCC, 13 (24%) com ameloblastoma e oito (15%)
mostraram caracteristicas mistas. Todos os casos de CF de nosso estudo também
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mostraram padrao adamantinomatoso, ou seja, epitélio escamoso com a regido
basal em palicada e regido suprabasal semelhante ao reticulo estrelado.
Agregados celulares em forma de redemoinho foram encontrados em um caso
(4%) de CF adamantinomatoso relatado por Badger & Gardner (1997), entretanto
no presente trabalho, esta caracteristica no grupo dos CFs foi encontrada na
maioria dos casos (86%). Estes agregados celulares tém sido associados com
maior risco de recidiva, embora poucos trabalhos avaliem este fator (Prieto et al.,
2012). O TOCC é descrito como uma lesdo cistica apresentando revestimento
bem definido de células cuboidais a colunares, e uma regido suprabasal com
varias camadas de células semelhantes ao reticulo estrelado (Wang et al., 2003,
Ledesma-Montes et al., 2008), caracteristicas observadas em 100% e 75% dos

casos do presente trabalho, respectivamente.

Em relacdo aos tipos celulares, células fantasmas foram identificadas em
todos os casos de PM, CF e TOCC, enquanto que células transicionais foram
observadas em todos os casos de TOCC, e em 86% e 57% dos CFs e PMs
respectivamente. Nos casos de PM, células basalbéides foram encontradas em 12
casos (57%). Valores semelhantes foram relatados por Yoshimura et al., (1997) e
Kim et al., (2010). De fato, quantidades variaveis dos trés tipos celulares principais
sao relatadas na literatura, com as células basaléides na periferia, e células
transicionais e fantasmas no centro da lesao (Duflo et al., 1998; Lan et al., 2003).
Conforme Kaddu et al. (1996), todos os casos em estagio regressivo tardio eram
solidos, sem o componente de células basaldides. Células com diferenciacdo
escamosa tém sido descritas em porcentagens pequenas de 1% a 4% (O Connor
et al., 2011; Ishige et al, 2011), porém encontramos, embora em agregados

focais, em 52% dos casos.

Caracteristicas importantes no estroma dos PMs no presente trabalho
foram a presenca de inflamacao crénica e reacdo granulomatosa de tipo corpo
estranho, as quais sdo bem descritas na literatura como caracteristicas presentes
na maioria dos casos (Pirouzmanesh et al., 2003; Kim et al., 2010). Metaplasia
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Ossea foi encontrada em 29% de nossos casos, similar aos valores descritos na
literatura (Thompson, 2012). Nos CFs observamos em todos os casos areas de
inflamacéao crdénica e calcificacdo. Calcificacbes foram descritas em 88% dos
casos de CF descritos por Badger & Gardner (1997), e em 43% dos relatados por
Shin et al. (1999). Também pode ser observada a presenga de cristais de
colesterol, achado presente em 14% dos casos de CF no presente trabalho.
Reacgéo granulomatosa foi um achado relativamente comum, (observado em 64%
dos nossos casos), mas Shin et al. (1999) reportaram em apenas 13%. No
estroma dos TOCCs inflamacao, calcificacdo e material dentindide constituiram os
achados mais comuns da nossa amostra. Wang et al. (2003) encontraram
dentinéide em todos os casos relatados. Como partes da inflamacao sdo comuns
as reagoes granulomatosa e cristais de colesterol.

Em relacdo a expressdo imunoistoquimica dos PMs, 0s nossos resultados
mostraram algumas diferencas com relagdao aos dados da literatura. Broekaert et
al. (1990) descreveram quatro casos com positividade irregular para CKs 14 e 19
nas células basalbides, enquanto que em nossos casos estas CKs marcaram
apenas as ceélulas escamosas e de forma focal. Ishige et al. (2011), Krahl &
Sellheyer, (2010) e Demirkan et al. (2007) descreveram positividade
citoplasmatica e nuclear de B-Catenina nas células basaldides de respectivamente
69%, 100% e 80% dos casos, enquanto que em nossos casos foi identificada
apenas positividade em padrao de membrana em 83%. Kim et al. (2010) também
encontraram positividade de membrana nas células basal6ides na maioria dos
casos, mas também descreveram positividade nuclear. No trabalho de Xia et al.
(2006) 19% dos PMs estudados apresentaram expressao citoplasmatica e de
membrana. Com relacdo ao CD138, observamos expressao apenas nas ceélulas
basal6ides, como também descrito por Nakamura (2011). D2-40 foi negativo em
todos os casos de PM, o que também foi descrito no Unico trabalho que estudou a
expressao deste marcador (Kikuchi et al.,, 2012). CD10 é expresso nas células

matriciais e na bainha interna do foliculo piloso normais, sendo considerado um
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indicador de diferenciacao folicular. Em nossos casos CD10 foi positivo nas
células basaléides dos PMs em todos os casos, similar ao descrito na literatura
(Yada et al., 2004).

A analise imunoistoquimica dos CFs revelou positividade para CKs
AE1/AES, 8, 14 e 19 em diversos graus. CK8 foi expresso em 46% das células
transicionais, até 100% no epitélio semelhante ao reticulo estrelado. Também
encontramos positividade de 100% para CK14 na camada basal em palicada em
todos os casos. Alguns autores descrevem positividade para CKs 8 e 14 em todos
os casos de CF adamantinomatoso, na regido suprabasal e de forma difusa em
todos os tipos celulares, respectivamente (Tateyama et al., 2001, Le et al., 2007).
CK19 tem sido identificada no componente epitelial do CF adamantinomatoso em
porcentagens que variam entre 50% e 100% (Kurosaki et al., 2001). Em nossos
casos a positividade teve variacdo desde 21% na camada basal, 77% nas células
transicionais, 79% no epitélio semelhante ao reticulo estrelado, até 83% nas

células com diferenciacdo escamosa.

B-Catenina pode ser expressa na membrana, citoplasma e nudcleo. Na
membrana é parte do complexo de adesado célula-célula, no citoplasma tem
fungéo sinalizadora formando parte da via Wnt que a estabiliza, e quando néo é
degradada promove o acumulo nuclear onde estimula a proliferacdo celular
(Behrens, 1999; Lo Muzio, 2001; Klymkowsky, 2005). N&o foi identificada
expressao de B-Catenina na membrana em nossos casos de CF. A marcacao
nuclear tem sido descrita principalmente nos agregados celulares em redemoinho
em associacdo com CK8, como descrito por Buslei et al. (2007) e também
observado em 33% dos nossos casos. Outros autores como Sekine et al. (2004) e
Cao et al. (2010) também observaram expressao de [B-Catenina nuclear nos
redemoinhos. Expressédo no nucleo foi observada em 50% dos nossos casos € no
citoplasma em 25%. Desses, apenas um, mostrou expressdao nucleo-
citoplasmatica. Andoniadou et al. (2012) correlacionaram em modelo murino a
ativacdo da via Wnt/B-Catenina com o acumulo ndcleo-citoplasmatico de -
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Catenina, estimulando a mitose das células, o que poderia ser um fator favoravel a
recidiva do tumor, como sugerido por Prieto et al. (2012). Kato et al. (2004)
relataram a presenca de mutacdes no gene CTNNB1 em 9 de 13 casos de CF
adamantinomatoso, com concomitante acumulo nuclear da proteina, achado que
indica a participagéo da via Wnt na patogénese do CF. Além da positividade de 3-
Catenina ja descrita nos agregados celulares, as células adjacentes as células
fantasmas também podem apresentar expressao nuclear (Kato et al., 2004, Buslei
et al., 2005), o que também ocorreu em 50% dos Nnossos casos.

D2-40 mostra forte expressdao nos CFs, principalmente na regido
suprabasal semelhante ao reticulo estrelado e variavel na camada basal
(Nakamura et al., 2006, Kikuchi et al., 2012). No presente trabalho, nos CFs, foi
encontrada positividade em 17% dos casos nas células escamosas até 71% e
79% dos casos na camada basal e na regido semelhante ao reticulo estrelado,

respectivamente.

Em relacdo ao TOCC, CK AE1/AE3 é fortemente expressa nas células
tumorais, exceto nas células fantasmas (Johnson et al., 1997, Kim et al., 2007).
CKs 8, 14 e 19 foram descritas na camada basal e na regido suprabasal
semelhante ao reticulo estrelado (Yoshida et al., 2001, Fregnani et al., 2003),
nossos achados mostraram resultados similares, além disso, foi identificada
expressao nas células adjacentes as células fantasmas e nas células escamosas.
As células fantasmas também foram negativas para estas CKs especificas.
Diversos autores tém estudado a expressao imunoistoquimica de B-Catenina, e as
mutac¢des associadas a patogénese do TOCC. As células da camada basal em
palicada sdo positivas para B-Catenina com intensidade fraca a moderada em
padrao citoplasmatico e de membrana, e as células transicionais também sé&o
positivas para este marcador no nucleo com forte intensidade. Os agregados
celulares em padrao de redemoinho mostram expressdo de [-Catenina
semelhante as células transicionais, ou seja, forte no nucleo e de menor
intensidade no citoplasma e membrana (Sekine et al., 2003, Kim et al., 2007). No
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presente trabalho, em 88% dos casos observou-se positividade citoplasmatica e
de membrana de intensidade fraca nas células da camada basal em palicada, e
com maior intensidade em padréo citoplasmatico e nuclear nas células adjacentes
as células fantasmas ou células transicionais. Nas estruturas em padrdo de
redemoinho foi identificada expressdo apenas nuclear. Mutagbes no gene
CTNNB1 foram descritas em 90% dos casos relatados por Sekine et al. (2003). .
Kikuchi et al. (2012) avaliaram positividade de D2-40 em TOCC, encontraram
positividade nas células da camada basal e nas células transicionais adjacentes
as células fantasmas em 86,6% e 60% dos casos, respectivamente. Em nosso
trabalho, a positividade na camada basal foi observada em 63% dos casos e nas

células transicionais em 88% dos casos.

Até o momento, nao foi descrita na literatura, a marcacao imunoistoquimica
de Glut-1 e FAS em PM, CF e TOCC, assim como de CD10 em CF e TOCC. Glut-
1 foi descrito em queratinécitos basais de pele normal e em diversas malignidades
epiteliais. Na pele normal, a expressdo tem sido associada ao aumento do
metabolismo da glicose nas células basais, e nas malignidades provavelmente
esteja associada a hipdxia e maior utilizacdo de glicose (North et al., 2000;
Burstein et al., 2006). Nos CFs e TOCCs a expressao de Glut-1, foi observada
principalmente nas células em processo de transicdo de célula epitelial bem
diferenciada a célula fantasma. Como estas células provavelmente nao tem
metabolismo alto, é possivel que a hipdxia seja estimulo importante para a
expressao de Glut-1. Nos PMs a expresséo de Glut-1 foi apenas identificada nas
células escamosas, o que teria relacdo com a expressdao de Glut-1 nos
queratinocitos na pele normal, embora nestes a expressdo seja nas células
basais. No presente trabalho, a expressédo de Glut-1 foi em padrao de membrana
em todos os casos. A expressao citoplasmatica de Glut-1 tem sido demonstrada
em tumores malignos da prostata e tiredide, enquanto que a expressdo de
membrana tem sido identificada em carcinomas de células escamosas e na
camada basal da epiderme normal (Carvalho et al., 2011). Em relagdo ao FAS,
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sua expressao por células malignas tem sido amplamente descrita na literatura
(Kuhajda, 2000). O epitélio oral normal expressa FAS de forma fraca nas camadas
inferiores do estrato espinhoso (Silva et al., 2008). No presente trabalho, a
expressao de FAS foi observada nas células basaléides do PM, enquanto que CF
e TOCC expressaram nas células transicionais e agregadas em redemoinho, em

padrao citoplasmatico.

Em resumo, PM, CF e TOCC apesar de possuirem caracteristicas
microscopicas semelhantes, mostram também diferengas melhor caracterizadas
pela analise imunoistoquimica. Os mecanismos envolvidos na formagdo das
células fantasmas ainda ndo sdo conhecidos e a expressado variavel de CKs e
outros marcadores usados neste trabalho ndo permitiram determinar uma
sequencia comum para a formacado destas células. Além disto, as células
fantasmas mostram expressdo negativa ou muito fraca para a maioria das
proteinas, dificultando a compreensao da sua biologia. Como PM, CF e TOCC séo
0s que mais apresentam células fantasmas, possuindo uma histologia
relativamente semelhante, outros estudos comparativos podem contribuir para

melhor compreensao destes tumores.
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7 CONCLUSAO

1. Células fantasmas foi o unico tipo celular presente em todos os casos
dos 3 tumores estudados, PM, CF e TOCC. Estas células foram fracamente
positivas somente para AE1/AE3 e FAS. E dificil determinar o mecanismo de
formagao das células fantasmas; semelhanca histolégica principal entre os trés
tumores, devido a perda de expressao antigénica.

2. PM, CF e TOCC apesar de possuir caracteristicas microscopicas

semelhantes, mostram também diferencas melhor caracterizadas pela analise 1Q.

3. E dificil determinar o mecanismo de formacdo das células fantasmas;
semelhanca histolégica principal entre os trés tumores, devido a perda de

expressao antigénica.

4. A expressao variavel dos marcadores usados neste trabalho nao permitiu

determinar uma sequencia comum para a formacgéo destas células.

5. J4 que PM, CF e TOCC sao os tumores que mais apresentam células
fantasmas, outros estudos comparativos podem contribuir para melhor

compreensdo destes tumores.
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Apéndice 1. Dados demograficos e clinicos dos 21 casos com diagnéstico de
pilomatricoma.

n |Id G Localizacao Aspecto clinico Tamanho(cm) Procedéncia
1 16 M Infra-auricular nd 1.8x1.2x1.2 Guatemala
2 34 M Ombro Nédulo subcutaneo 1.7x1.5x1.5 Guatemala
assintomatico
3 6 M Brago Nodulo azulado 0.8x0.8 Guatemala
assintomatico
4 6 F Pré-auricular Nédulo subcutaneo 0.8x0.8x0.5 Guatemala
A assintomatico
5 11 F Angulo No6dulo subcutaneo 2.5x1.8x1.5 Guatemala
mandibular movel
6 26 M NF Nédulo subcutaneo 0.5 Guatemala
flutuante
7 5 F Bochecha Lesdao cistica 2x2x0.6 Guatemala
8 9 M Pré-auricular Noédulo subcutaneo 2x1.5x0.5 Guatemala
doloroso
9 NF F Pré-auricular Noédulo subcutaneo 0.7x0.4x0.3 Guatemala
10 23 M Térax Tumoracéao subcutanea 1.5x1x0.5 Guatemala
11 22 F Pré-auricular Noédulo subcutaneo 3.5x2.7x1.5 Guatemala
assintomatico, mével,
duro
12 10 M Palpebra Tumoragéo subcutanea 0.9x0.8x0.3 Guatemala
13 23 F Ombro Noédulo subcutaneo duro 1.1x0.3x0.7 Guatemala
14 13 M Angulo Tumoragéo subcuténea 2.5x2x0.4 Guatemala
mandibular assintomatica, movel,
dura
15 14 M Bochecha Noédulo subcutaneo 2.5 Guatemala
assintomatico duro
16 3 F Infra-orbitaria  Nédulo subcutaneo 0.5x0.3x0.2 Guatemala
177 4 F Nuca Nédulo subcutaneo 0.8 Guatemala
assintomatico
18 75 M Labio Nodulo 0.5x0.5x0.3 Brasil
19 30 M Pescoco No6dulo subcutaneo 2x1.5x1 Brasil
20 16 M Dorso Nédulo subcutaneo 1x0.5x0.5 Brasil
21 12 M Angulo No6dulo 1.4x1.3x1.2 Brasil
mandibular

Id - Idade, G - Género (M - masculino, F - feminino), nd - nao disponivel.
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Apéndice 2. Dados demograficos e clinicos dos 14 casos com diagnéstico de

craniofaringioma.

n Id G Localizacao Clinica Tamanho(cm) Procedéncia
1 6 M Supraselar nd 2.1x0.8 Guatemala
2 9 F Supraselar nd 3x2.2x1.5 Guatemala
3 63 F Supraselar Cefaleia, nausea, 2x1.5x0.5 Guatemala
vomito
4 34 M Supraselar/Infraselar nd 2x1x0.5 Guatemala
5 3 M Supraselar Resseccgéao prévia 3x2 Guatemala
de massa
supraselar ha 2
anos
6 10 F Supraselar Cefaleia, viséo 3x2.5x1 Guatemala
borrada
7 2 M Supraselar nd 8x6x2 Guatemala
8 58 F Supraselar nd 5.5x3x1 Guatemala
9 59 M Supraselar Processo 3.5x2.2x0.5 Guatemala
recorrente
10 5 M Supraselar Estrabismo com 3.5x2x0.4 Guatemala
15 dias de
evolucao
11 40 F Supraselar Cefaleia, 4x2x0.8 Guatemala
alteracdes de
campos visuais
12 5 F Supraselar nd 4.9x3 Guatemala
13 7 F Supraselar nd 2x1x1 Guatemala
14 14 M Supraselar nd 2.8x2x0.8 Guatemala

Id - Idade, G - Género (M - masculino, F - feminino), nd - ndo disponivel.
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Apéndice 3. Dados demograficos, clinicos e radiograficos dos 8 casos com diagnéstico de
tumor odontogénico cistico calcificante.

n Id G Localizagao Aspecto clinico- Tamanho(cm) Procedéncia
radiografico
1 54 F Mandibula, Lesdo radiolucida na 2x1.6x0.7 Guatemala
regido  pré- regidao do 43 e 44. Dor a
molares palpacéo
2 29 M Mandibula, Lesdo radiolucida na 1.8x1x0.7 Guatemala
regiao regidao do 35 ao 42
anterior
3 66 F Mandibula, nd 1.7x1.5x1 Brasil
regiao
anterior
4 69 M Mandibula, Lesao radiolucida entre 44  0.9x0.4x0.3 Brasil
regido pré- e 45, com expansao da
molares cortical vestibular
5 46 F Maxila, Lesao entre 22 e 23 2.5x1.5x0.6 Brasil
regiao
anterior
6 36 M Mandibula, Lesao mista unilocular, na 1.5x0.9x0.5 Brasil
regiao regidao do 35 ao 45, com
anterior aspecto de flocos de
algodédo, expansdao da
cortical vestibular e lingual
e reabsor¢ao de dentes
7 11 F Maxila, Lesdo mista unilocular, 1x0.2x0.2 Brasil
regiao entre 22 e 24, com
anterior deslocamento dental
8 66 M Mandibula, Lesdo radiolucida, com  0.8x0.6x0.5 Brasil
regiao pré- abaulamento na regidao do
molares 34

Id - Idade, G - Género (M - masculino, F - feminino), nd - Nao disponivel.
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Apéndice 4. Caracteristicas histopatoldgicas avaliadas nos 21 casos com diagndstico de pilomatricoma.
n Padrao Caracteristicas Epiteliais Estroma Estagio
Arquitetural

Solido Cistico CB CT CF CE QL Inf Cal MO RG Pig Hist Nec

1 + Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg RT
2 + Neg + + + + + + Neg Neg + + Neg + RI
3 + Neg Neg Neg + Neg Neg + Neg + + Neg Neg Neg RT
4 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + RI
5 + Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg RT
6 + Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg + Neg Neg Neg Neg RT
7 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + RI
8 + Neg Neg Neg + Neg Neg + Neg Neg + Neg Neg Neg RT
9 + Neg + + + + + + Neg Neg + + Neg Neg RI
10 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg Neg RI
11 + Neg Neg Neg + Neg Neg + Neg + + Neg + Neg RT
12 Neg + + + + + + + Neg Neg Neg Neg Neg + CD
13 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + RI
14 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + RI
15 + Neg Neg Neg + Neg Neg + Neg + + Neg Neg Neg RT
16 + Neg + + + Neg + + Neg Neg + Neg Neg Neg RI
17 + Neg + + + Neg + + Neg Neg + Neg + Neg RI
18 Neg + + + + + + Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg I

19 + Neg Neg Neg + + + + Neg Neg + Neg Neg Neg RT
20 + Neg Neg Neg + Neg Neg + Neg Neg + Neg Neg Neg RT
21 + Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + RI

Total (%) 90 10 57 57 100 52 62 81 0 29 76 10 10 33

CB - Células Basaloides, CT - Células Transicionais, CF - Células fantasmas, CE - Células escamosas, QL - Queratina lamelar, Inf -
Inflamagéo croénica, Cal - Presenca de calcificagdo, MO - Metaplasia éssea, RG - Presenca de reagédo granulomatosa a corpo estranho,
Pig - Pigmentagéo, Hist - Histiocitos espumosos, Nec - Necrose, | - Estégio inicial, CD - Completamente desenvolvido, Rl - Estagio
regressivo inicial, RT - Estagio regressivo tardio.
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Apéndice 5. Caracteristicas histopatoldgicas avaliadas nos 14 casos com diagnéstico de craniofaringioma.

n Padrao Caracteristicas Epiteliais Estroma
Arquitetural

S Cc M CBP SRE CT CF CE QL ER Inf Cal MO RG Pig Hist Nec CC

1 Neg + Neg + + + + + Neg Neg + + Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg + Neg Neg + +

3 Neg Neg + + + Neg + + Neg + + + Neg Neg + + Neg Neg
4 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg Neg + Neg Neg Neg
5 Neg + Neg + + + + + Neg + + + + + Neg + + Neg
6 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg Neg Neg + Neg Neg
7 + Neg Neg + + + + Neg Neg + + + Neg + Neg Neg Neg Neg
8 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg + Neg + + Neg
9 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg + + + Neg Neg
10 Neg + Neg + + Neg + + Neg Neg + + Neg + + + Neg +

11 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg + Neg + Neg Neg
12 Neg + Neg + + + + + Neg + + + Neg + Neg + Neg Neg
13 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg Neg + + Neg Neg
14 Neg Neg + + + + + + Neg + + + Neg + + + Neg Neg

Total (%) 7 29 64 100 100 86 100 93 0 86 100 100 7 64 43 71 21 14

S - Sdlido, C - Cistico, M - Misto, CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CT - Células
transicionais, CF - Células fantasmas, CE - Células escamosas, QL - Queratina lamelar, ER - Estruturas em padrdo de redemoinho, Inf -
Inflamacédo, Cal - Presenca de calcificacdo, MO - Metaplasia éssea, RG - Presenca de reacdo granulomatosa a corpo estranho, Pig -
Pigmentacéao, Hist - Histiocitos espumosos, Nec - Necrose, CC - Cristais de colesterol.
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Apéndice 6. Caracteristicas histopatologicas avaliadas nos 8 casos com diagnéstico de tumor odontogénico cistico calcificante.

n Padrao Caracteristicas Epiteliais Estroma
Arquitetural
Solido Cistico | CBP  SRE CT CF CE QL ER | Inf Cal RG Dent Nec CcC

1 Neg + + + + + Neg Neg Neg + + Neg + Neg +

2 Neg + + Neg + + + Neg Neg + + + + Neg +

3 + Neg + + + + + Neg + + Neg + Neg + Neg

4 Neg + + + + + + Neg Neg + Neg Neg + Neg Neg

5 Neg + + Neg + + + Neg Neg + + + + Neg Neg

6 Neg + + + + + + Neg + + + + + Neg +

7 Neg + + + + + + Neg Neg + + Neg + Neg Neg

8 + Neg + + + + + Neg Neg + + Neg Neg Neg Neg
Total (%) 25 75 100 75 100 100 88 0 25 | 100 75 50 75 13 38

CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CT - Células transicionais, CE - Células
escamosas, CF - Células fantasmas, QL - Queratina lamelar, ER - Estruturas em padrdo de redemoinho, Inf - Inflamacéo, Cal -
Presenca de calcificacdo, RG - Presenca de reacédo granulomatosa a corpo estranho, Dent - Presenca de material dentin6ide, Nec -
Necrose, CC - Cristais de colesterol.
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Apéndice 7. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 21 casos com diagnéstico de pilomatricoma.

n AE1/AE3 CK8 CK14 CK19
CB CT CF CE | CB CT CF CE | CB CT CF CE | CB CT CF CE
1 / / Neg / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
2 +f Neg + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg +f
3 / / Neg / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
4 +f + + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg +f
5 / / Neg / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
6 / / Neg / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
7 +f Neg + +++ [Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
8 / / + / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
9 +f + + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
10 +f + + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg +f
11 / / Neg / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
12 +f + + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
13 +f + + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
14 Neg Neg + +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
15 / / + / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
16 +f ++ + / Neg Neg Neg / Neg Neg Neg / Neg Neg Neg /
17 +f ++ + / Neg Neg Neg / Neg Neg Neg / Neg Neg Neg /
18 +f Neg Neg +++ | Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg Neg
19 / / + +++ / / Neg Neg / / Neg  ++f / / Neg +f
20 / / + / / / Neg / / / Neg / / / Neg /
21 Neg Neg + +++ | Neg Neg Neg Neg [ Neg Neg Neg ++f | Neg Neg Neg +f
Total (%) 83 58 [4 100 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 45

CB - células basaléides, CT- Células transicionais, CF - Células fantasmas, CE — Células escamosas, f — positividade focal, + -
intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ - intensidade forte, / - tipo celular ndo presente.
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Continua Apéndice 7. Perfil imunoistoquimico dos tipos celulares dos 21 casos com diagnéstico
de pilomatricoma.

n CD138 B-Catenina Glut-1

CB CT CF CE CB CT CF CE | CB CT CF CE

/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ +f Neg +++ [+++m Neg Neg Neg | Neg Neg Neg +++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ Neg Neg +++ |[+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg +++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /

/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ +f Neg +++ [+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg +++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ +f Neg +++ [+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg ++f
+++ Neg Neg +++ |[+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg ++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ Neg Neg +++ |[Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f
+++ Neg Neg +++ [+++m Neg Neg Neg | Neg Neg Neg +++f
+++ Neg Neg +++ [+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg +++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
+++ Neg Neg /" |+++m Neg Neg / Neg Neg Neg /
+++ +f Neg /" |+++m Neg Neg / Neg Neg Neg /

++f Neg Neg +++ [Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg ++f
/ / Neg +++ / / Neg Neg / / Neg  ++f
/ / Neg / / / Neg / / / Neg /
21 +++ Neg Neg +++ |[+++m Neg Neg +m | Neg Neg Neg +f

B N I T e W G W W Y
gtoooxlmm.hwro_.otoooﬂmmhwm_s

Total (%) 100 33 0 100 | 83 0 0 55 0 0 0 100

CB - células basaléides, CT- Células transicionais, CF - Células fantasmas, CE - Células
escamosas, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ -
intensidade forte, / - tipo celular ndo presente, m - padrdo de membrana.
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Continua apéndice 7. Perfil imunoistoquimico dos tipos celulares dos 21 casos com diagndstico
de pilomatricoma.

n D2-40 FAS CD10

CB CT CF CE | CB CT CF CE | CB CT CF CE
1 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
2 Neg Neg Neg Neg | +++ ++ +f + ++ Neg Neg Neg
3 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
4 Neg Neg Neg Neg | +++ ++ Neg + +++ Neg Neg ++f
5 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
6 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
7 Neg Neg Neg Neg | +++ ++ Neg + +++ Neg Neg Neg
8 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
9 Neg Neg Neg Neg | +++ + Neg + +++ Neg Neg Neg
10 Neg Neg Neg Neg | ++ + Neg + ++ Neg Neg ++f
11 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
12 Neg Neg Neg Neg + + Neg + ++ Neg Neg Neg
13 Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg + ++ Neg Neg Neg
14 Neg Neg Neg Neg | ++ Neg Neg + ++ Neg Neg Neg
15 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
16 Neg Neg Neg / + + Neg / ++ Neg Neg /
17 Neg Neg Neg / + Neg Neg / ++ Neg Neg /
18 Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg Neg | +++ Neg Neg Neg
19 / / Neg Neg / / Neg Neg / / Neg Neg
20 / / Neg / / / Neg / / / Neg /
21 Neg Neg Neg Neg | ++ + Neg + ++ Neg Neg Neg

Total (%) O 0 0 0 83 67 5 82 | 100 0 0 18

CB - células basaléides, CT- Células transicionais, CF - Células fantasmas, CE - Células
escamosas, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ -
intensidade forte, / - tipo celular ndo presente.

81



Apéndice 8. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 14 casos com diagnéstico de craniofaringioma.

n AE1AE3 CK8 CKi14
CPB SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER
1 +++ 4 + +++ / ++ ++ +f  Neg +++ / +++ Neg +++ Neg ++f /
2 +++ 4 + / +++ | Neg +++ Neg Neg / + +++ Neg +++ Neg / Neg
3 +++ e+ / + +++ Neg | ++ ++f / Neg +++ Neg + +f / Neg Neg Neg
4 +++ 4 + +++ Neg | Neg ++f Neg Neg ++  +++ + Neg Neg Neg Neg Neg
5 +++ 4 + +++ + Neg + ++f Neg +++ ++ | +++ Neg ++ Neg + Neg
6 +++ e+ + +++ Neg | Neg +++ Neg Neg ++ Neg | ++ +f Neg Neg ++f Neg
7 +++ + / ++ | Neg ++f Neg Neg / Neg + +f +f Neg / Neg
8 +++ 4 + +++ Neg + ++ ++ Neg + +++ +f +f +++ Neg + Neg
9 +++ + +++ Neg | ++ ++ +++ Neg ++ + +f +f +++ Neg Neg Neg
10 +++ + +++ / ++ ++ +++ Neg +++ / ++ Neg ++ Neg ++ /
11 +++ +++ +++ Neg +++  ++ + ++ Neg Neg Neg +++ + +f Neg Neg Neg Neg
12 +++ +++ +++ Neg +++ Neg | Neg +++ Neg Neg +++ +++ + +f ++ Neg ++ Neg
13 +++ + +++ Neg | ++ +++ Neg Neg Neg ++ ++ Neg +++ Neg ++ Neg
14 +++ . +++ + +++ Neg + ++ ++ Neg +++ +++ + Neg + Neg +++ Neg
Total (%) 100 100 100 86 100 33 57 100 46 0 83 75 | 100 50 77 0 67 0

CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células transicionais, CE -
Células escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ -
intensidade forte, / - tipo celular ndo presente.
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Continua apéndice 8. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 14 casos com diagnéstico de craniofaringioma.

n CK19 CD138 B-Catenina

CBP SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER
Neg Neg ++f Neg ++ / Neg Neg ++f Neg ++ / Neg Neg Neg Neg Neg /
Neg +++ +++ Neg / Neg | Neg +++ ++f Neg / ++ |+++fnc Neg ++n Neg / ++n
++f ++ / Neg Neg Neg | ++f  +++ / Neg +++ ++ | Neg Neg / Neg Neg +n
Neg +++ Neg Neg Neg Neg | Neg + + Neg Neg ++ | Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg +++ ++ Neg + Neg | Neg +++ ++f Neg ++ ++ | Neg Neg ++n Neg Neg +++n
Neg +++ Neg Neg +++ Neg| Neg +++ Neg Neg ++ ++ | Neg Neg ++n Neg Neg ++n
Neg +++ Neg Neg / Neg | ++f ++ ++  Neg / ++ | Neg Neg Neg Neg / Neg
Neg +++ +++ Neg +++ Neg| Neg ++ +++ Neg Neg ++ | Neg Neg ++n Neg Neg +n
Neg ++ +++ Neg + Neg | Neg ++ Neg Neg ++ ++ | Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg +++ Neg +++ / Neg Neg +++ Neg + / Neg Neg +n Neg Neg /
Neg ++ ++f  Neg + Neg | Neg + ++ Neg ++ ++ | Neg Neg +n Neg Neg +n
Neg Neg +++ Neg +++ Neg | Neg + ++ Neg +++ ++ | Neg Neg +n Neg Neg ++cC

+ ++ +++ Neg ++ Neg | Neg ++ + Neg Neg ++ | Neg Neg Neg Neg Neg Neg

14 + +++ ++ Neg +++ Neg| Neg Neg Neg Neg Neg Neg| Neg Neg Neg Neg Neg +c

PPN UIRWN =

Total (%) 21 79 77 0 83 0 14 79 77 0 67 92 7 0 50 0 0 67

CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células transicionais, CE -
Células escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ -
intensidade forte, / - tipo celular ndo presente, n - padrao nuclear, ¢ - padrédo citoplasmatico.
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Continua apéndice 8. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 14 casos com diagnéstico de craniofaringioma.

n Glut-1 D2-40 FAS CD10
CBPSRE CT CF CE ER |CBPSRE CT CF CE ER|CBPSRE CT CF CE ER |CBP SRE CT CF CE ER
Neg Neg +++ Neg Neg / |+++f Neg Neg Neg +++ / |[Neg Neg ++ +f Neg / | Neg Neg +++ Neg +++ /
Neg Neg +++ Neg / Neg|+++ +++f Neg Neg / Neg|Neg Neg / Neg / Neg| Neg Neg +++ Neg / +++
Neg Neg / Neg Neg Neg|Neg ++f / Neg Neg Neg|Neg Neg Neg Neg Neg ++ | Neg Neg / Neg +++ +++
Neg Neg Neg Neg Neg Neg|Neg ++f Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ +f Neg + | Neg Neg Neg Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg| +++ +++ Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg ++ ++ | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg ++f| ++ ++f Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg Neg ++ | Neg Neg Neg Neg Neg +++
Neg Neg +++ Neg / +++| ++f Neg Neg Neg / Neg|Neg Neg ++ Neg / ++ | Neg Neg Neg Neg / +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg| ++ ++f Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg + + | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg| +++ +++ Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg ++ + | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg / | ++ Neg Neg Neg ++ / |[Neg Neg Neg Neg Neg / | Neg Neg / Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg|Neg ++ Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg Neg + | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg| +++ +++ Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg ++ ++ | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Neg Neg +++ Neg Neg Neg| ++ ++f Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg Neg ++ | Neg Neg +++ Neg +++ +++

14 Neg Neg +++ Neg Neg Neg|Neg +f Neg Neg Neg Neg|Neg Neg ++ Neg Neg ++ | Neg Neg +++ Neg +++ +++
Total(%%) 0 O 92 0 O 17| 7M 79 0 O 177 O]/ 0 O 8 14 33 92| O 0 75 0 92 100
CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células transicionais, CE -
Células escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ -
intensidade forte, / - tipo celular ndo presente.

PP OoCONOURWON =
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Apéndice 9. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 8 casos com diagnéstico de tumor odontogénico cistico calcificante.
n AE1/AE3 CKs8 CKi14
CBP SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER |[CBP SRE CT CF CE ER

+++  +++ +++ Neg Neg Neg Neg Neg / ++ + ++ Neg ++ /
+++ +++ .+t / +++ +++ +++ Neg ++ / ++ + ++ Neg ++ /
Total (%) 100 100 100 100 100 100 | 38 50 38 0 43 100 | 8 67 100 O 100 O
CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células
transicionais, CE - Células escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ -
intensidade moderada, +++ - intensidade forte, / - tipo celular ndo presente.

1 +++  +++ o+ / / Neg Neg Neg Neg / / + + ++ Neg / /
2 +++ / +++  + o+t / Neg / Neg Neg Neg / ++ / ++ Neg ++ /
3 +++  +++ +H+ + o+ Neg Neg +++ Neg Neg +++ [Neg Neg ++ Neg ++ Neg
4 +++ A+ + e+t / +++ +++ Neg Neg + / + + ++ Neg ++ /
5 +++ / +++  + o+t / Neg / Neg Neg +++ / + / ++ Neg ++ /
6 +++ o+ + 4+ +++ +++ +++ Neg Neg +++ | + Neg ++ Neg ++ Neg
7 + /

8

Continua Apéndice 9. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 8 casos com diagndéstico de tumor odontogénico cistico
calcificante.

n CK19 CD138 pB-Catenina
CBP SRE CT CF CE ER|CBP SRE CT CF CE ER|CBP SRE CT CF CE ER
1 +++ ++ +++ Neg / / Neg Neg +++ Neg / / | +cm Neg ++cn Neg / /
2 +++ / +++ Neg +++ / Neg / +++ Neg +++ /" +++cm /  +++n Neg ++m /
3 Neg Neg + Neg ++ +++| Neg ++ +++ Neg +++ ++ |++cm +m Neg Neg ++m  +n
4 Neg Neg + Neg ++ / Neg ++ +++ Neg +++ / | Neg Neg ++n Neg Neg /
5 +++ / ++ Neg +++ / ++ / Neg Neg + / |+cmn / ++n Neg +m /
6 +++ Neg +++ Neg + +++| Neg Neg +++ Neg + Neg|+cmn +m ++m Neg Neg +n
7 +++ ++ +++ Neg ++ / Neg Neg Neg Neg Neg / | +cm +m +cn Neg Neg /
8 +++ ++ +++ Neg ++ / ++ ++ +++ Neg +++ / |+cmn +mn_+cn  Neg +m /
Total (%) 75 50 100 O 100 100| 25 50 75 0 86 50| 88 67 88 0 57 100

CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células
transicionais, CE - Células escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ -
intensidade moderada, +++ - intensidade forte, / - tipo celular ndo presente, n - padrdo nuclear, ¢ - padrao citoplasmatico, m -
padrao de membrana.
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Continua Apéndice 9. Perfil imunoistoquimico por tipo celular nos 8 casos com diagnéstico de tumor odontogénico cistico calcificante.

n Glut-1 D2-40 FAS CD10
CBPSRE CT CF CE ER |ICBPSRE CT CF CE ER ICBPSRE CT CF CE ER [CBP SRE CT CF CE ER
1 Neg Neg +++ Neg / /" |Neg Neg Neg Neg / /" |Neg Neg ++ Neg / / | Nego Neg +++ Neg / /
2 Neg / +++ Neg Neg / ++ ++ Neg ++ / + /" ++ Neg ++ / | Neg / +++ Neg +++ /
3 Neg ++ +++ Neg ++ Neg |Neg Neg ++ Neg + Neg | + +++ ++ Neg +++ ++ | Neg Neg +++ Neg + +++
4 Neg Neg +++ Neg Neg / |Neg Neg + Neg Neg / |[Neg Neg + Neg ++ / | Neg Neg +++ Neg +++ /
5 Neg / Neg Neg Neg / ++ + Neg ++ / + / + Neg + /| Neg / +++ Neg +++ /
6 Neg Neg +++ Neg NegNeg| ++ Neg ++ Neg ++ Neg [Neg Neg + Neg Neg ++ | Neg Neg +++ Neg +++ +++
7 Neg Neg +++ Neg Neg / ++ Neg + Neg ++ / + Neg + Neg + / Neg Neg +++ Neg ++ /
8 Neg Neg Neg Neg Neg / ++ Neg ++ Neg + / + +  ++ + + / | Neg Neg +++ Neg ++ /
Total(%) 0 17 75 0 14 0 |63 O 88 0 86 0O |63 33 100 13 86 100 0 0O 100 O 100 100

CBP - Camada basal em palicada, SRE - Células semelhantes ao reticulo estrelado, CF - Células fantasmas, CT - Células transicionais, CE - Células
escamosas, ER - Estruturas em padrao de redemoinho, f - positividade focal, + - intensidade fraca, ++ - intensidade moderada, +++ - intensidade forte, / -
tipo celular ndo presente.
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ANEXO

) COMITE DE ETICA EM PESQUISA —
' FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
FO UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa "Estudo clinicopatologico e
imunoistoquimico comparativo entre pilomatrixoma, craniofaringioma e tumor odontogénico cistico
calcificante", protocolo n® 143/2011, dos pesquisadores Alicia Rumayor PiNa e Oslei Paes de Almeida, satisfaz as
exigéncias do Conselho Nacional de Salde - Ministério da Salde para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por

este comité em 31/01/2012.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the
projecc "Comparative dinicopathological and immunohistochemical study of pilomatrixoma,
craniopharyngioma and calcifying cystic odontogenic tumor”, register number 143/2011, of Alicia Rumayor Pila
and Oslei Paes de Almeida, comply with the recommendations of the National Health Council - Ministry of Health of Brazil
for research in human subjects and therefore was approved by this committee at 01/31/2012.

s
/
1] . - s
<-,r.":._;..'t.a_ -"f”; L'/ ‘:,;"é,r.q,-f';[.;l_.. /'ffg =
Profa. Dra. Livia Maria Andalé Tenuta Prof. Dr. Jacks Jorge Junior
Secretaria Coordenador
CEP/FOPfUNICAMP CEP/FOP/UNICAMP

Mota: O titulo do protocole aparece como fornecido pelos pesquisadores, sem qualguer Edig:?':}.
Maotice: The title of the project appesars as provided by the authaors, without editing.

87



