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RESUMO

Rocha GBL. Estudo clinico-patolégico do carcinoma de células claras de glandula
salivar [dissertacdoo]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia 2019 Verséao Corrigida.

Na classificagdo da Organizacdo Mundial de Salude (OMS) de 2017 foram relatados
11 tipos de neoplasias benignas e 20 tipos de neoplasias malignas das glandulas
salivares. Dentre estes Ultimos esta o carcinoma de células claras de glandula salivar,
uma neoplasia rara que corresponde a menos de 1% dos carcinomas de glandulas
salivares. Tem no seu aspecto histolégico semelhanca com outras neoplasias que
também apresentam células claras, tendo a imuno-histoquimica e o0s testes
moleculares importante papel para seu diagndéstico. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar os aspectos histopatolégicos, imuno-histoquimicos e biomoleculares,
correlacionando com aspectos clinicos, dos casos carcinomas de células claras de
glandula salivar, diagnosticados no servico de Patologia Oral e Maxilofacial da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (USP) diagnosticados no
periodo entre 1997 e 2018. Em todos os casos foram avaliados os cortes histoldgicos,
reacfes de imuno-histoquimica para citoqueratinas 7 e 14 (CK7 e CK14), proteina
p63, proteina S-100 e actina de musculo liso (SMA), além de teste molecular da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para pesquisa da expressao
do gene de fusdo EWSR1-ATF1. No levantamento dos casos do servico de Patologia
Oral e Maxilofacial da Faculdade de odontologia da USP no periodo de 1997 até 2018
observamos 11 lesBes com as caracteristicas histolégicas e imuno-histoquimicas para
se caracterizar como carcinoma de células claras de glandulas salivares, sendo
81,81% em mulheres, 77,77% de cor da pele branca, média de idade 56,42 anos e
as regioes mais acometidas foram o palato e a mucosa jugal com 36,36% dos casos
cada. Histologicamente nove casos apresentavam hialinizacdo; e invasédo neural e
necrose estavam presentes em 6 e 2 dos casos respectivamente. Todos 0S casos
foram positivos para acido periédico-Schiff (PAS), e na imuno-histoquimica CK7 e
CK14 estavam presentes em todos 0s casos, assim como p63. Ja S-100 e SMA foram
negativos em todos. No teste molecular de PCR apenas duas lesbes mostraram o

gene de fusdo EWSR1-ATF1. Concluimos que o carcinoma de células claras é mais



prevalente em mulheres com idade entre 50 e 60 anos, com predilecéo pelo palato. A
histologia associada a imuno-histoquimica muitas vezes € suficiente para se fechar
esse diagnoéstico, por se tratar de uma lesdo com um so tipo celular. A hialinizacao
nem sempre esta presente na lesdo e a invasdo neural é muito comum. Os testes
moleculares devem ser utilizados como auxilio no diagnéstico, e o resultado da reacéao
em cadeia da polimerase (PCR) para o gene EWSR1-ATF1 é fiel apenas em lesdes

recentes.

Palavras-chave: Carcinoma. Glandulas salivares. Adenocarcinoma de células claras.



ABSTRACT

Rocha GBL. Clinical pathological study of clear cell carcinoma of the salivary gland.
[dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia 2019
Corrected Version.

The 2017 classification organized by the World Health Organization (WHO) has
reported 11 types of benign tumors and 20 types of malignant tumors of the salivary
glands. Among the latter, clear cell carcinoma of the salivary gland represents a rare
type of tumor that corresponds to less than 1% of all salivary gland carcinomas. Its
histological aspect resembles other tumors that also present clear cells. Therefore,
immunohistochemical and molecular tests play an important role for its diagnosis. The
objective of the current study was to evaluate the histopathological,
immunohistochemical and biomolecular aspects by correlating these information with
the clinical features of clear salivary gland cell carcinomas cases that were diagnosed
between 1997 and 2018 by the Oral and Maxillofacial Pathology Service of the
Universidade de Sado Paulo School of Dentistry. Histological sections,
immunohistochemical reactions for cytokeratins 7 and 14 (CK7 and CK14), p63
protein, S-100 protein and smooth muscle actin (SMA) were evaluated in all cases. In
addition, real-time molecular polymerase chain reaction (PCR) tests for EWSR1-ATF1
fusion gene expression were performed. In the survey conducted at the Oral and
Maxillofacial Pathology service of the Universidade de Sdo Paulo School of Dentistry
between 1997 and 2018, we identified 11 lesions with histological and
immunohistochemical characteristics that might characterize as clear cell carcinoma
of salivary glands. These lesions furnished the following data: 81.81% of the cases
occurred in female subjects, 77.77% were Caucasian, the mean age was 56.42 years
and the most frequently affected regions were the palate and the inner cheek buccal
mucosa, with 36.36% of the cases each. Histological analyses resulted in nine cases
of hyalinization, 6 cases of neural invasion and 2 cases of necrosis. All cases were
positive for periodic acid-Schiff (PAS). Immunohistochemical markers CK7, CK14 and
p63 were present in all cases, while S-100 and SMA were negative at all. In the
molecular PCR test, only two lesions exhibited the EWSR1-ATF1 fusion gene. We

concluded that clear cell carcinoma is more prevalent in women aged between 50 and



60 years, with predilection for the palate area. The histolopathological assessment
associated with immunohistochemical expression provide enough information to close
the diagnosis, because this is a lesion with a single type of cell. Hyalinization is not
always present in the lesion and neural invasion is very frequent. Molecular testing
might be considered as a diagnostic aid, and the polymerase chain reaction (PCR)

result for the EWSR1-ATF1 gene is applicable only in more recent lesions.

Keywords: Carcinoma. Salivary glands. Adenocarcinoma, clear cell.
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1 INTRODUCAO

Neoplasias de glandulas salivares correspondem a 0,5% das neoplasias
humanos. Em regido de cabeca e pescoco correspondem de 3 a 5% de todas as
neoplasias, e, em relacdo a glandula salivar afetada, apenas 15% ocorrem em
glandulas salivares menores. (1-3)

A neoplasia benigna mais comum de glandulas salivares € o adenoma
pleomorfico e a neoplasia maligna mais comum é o carcinoma mucoepidermoide. (3)
Na ultima classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foram relatados 11
tipos de neoplasias benignas e 20 tipos de neoplasias malignas das glandulas
salivares, tendo os testes moleculares um papel importante para a definicdo de
diagndstico de alguns dessas neoplasias. (1-3)

O carcinoma de células claras de glandula salivar € uma lesdo rara e
corresponde a menos de 1% dos carcinomas de glandula salivar. Histologicamente
seu aspecto é semelhante a varias neoplasias que podem apresentar-se com células
claras como, oncocitoma de células claras, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma
epitelial mioepitelial, mioepitelioma de células claras, carcinoma mioepitelial,
carcinoma de células acinares, metastase de carcinoma renal de células claras e
melanoma de células claras. Desta forma, muitas vezes o diagndstico diferencial
apenas em bases morfolégicas torna-se dificil, sendo necesséario o uso de métodos
complementares como imuno-histoquimica ou biologia molecular, esta Ultima que vem
cada vez mais ocupando lugar de destaque na elucidacdo de diagnosticos ou do
comportamento bioldgico das neoplasias . (1,3-6)

Em um estudo mais focado nessa leséo, Milchgrub et al. (4), descreveram uma
série de casos, enfatizando algumas caracteristicas histolégicas da lesdo como a
distribuicdo das células e seu estroma hialino, além de tracar um perfil imuno-
histoquimico caracteristico.(4) Nesse artigo, a lesdo de células claras foi chamada
pela primeira vez de carcinoma de células claras hialinizante de glandulas
salivares.(1,7,8) Mesmo apos isso a lesdo néo foi aceita diretamente pela OMS e so
chegou a ser reconhecida como Carcinoma de células claras de glandulas salivares
na ultima classificacdo de 2017. (9) O reconhecimento dessa lesdo em grande parte
se deve aos achados de Antonescu et al. (10) que observaram em seus testes
moleculares a presenga do gene de fusdo EWSR1-ATF1 em 82% dos casos. Tal gene

nao é observado em outra lesdo de glandula salivar, o que tornou a lesdo mais facil
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de ser diagnosticada, e na classificacdo da OMS é relatado que a presenca desse
gene caracteriza o diagndéstico dessa lesao. (9,10)

Outra lesdo que apresenta esse gene de fusdo é o carcinoma odontogénico de
células claras. Essa les@o apresenta as mesmas caracteristicas histolégicas e imuno-
histoquimicas que o carcinoma de células claras de glandula salivar, entdo os
aspectos clinicos sdo muito importantes para esse diagnostico ja que a primeira lesédo
€ intra-6ssea e a segunda apenas em mucosa. (11)

Diante do exposto e com inten¢do de auxiliar nos parametros de diagnostico do
carcinoma de células claras propomos esse trabalho retrospectivo dos casos assim
diagnosticados no servico de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da USP.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

Desde 1983 ja existem publicacbes de artigos relacionados ao carcinoma de
células claras das glandulas salivares, como o de Chen (1). Nesse artigo o autor
considera que o carcinoma de células claras poderia apresentar-se sob dois tipos
histolégicos, sendo uma variante monomaorfica (variante sélida composta de corddes
e ninhos de células claras) e uma variante polimérfica (composta de tabulos lineares
e nao lineares de células claras e células eosinofilicas), podendo ser ou ndo rico em
glicogénio. O artigo descreve um caso de paciente do sexo feminino, 66 anos,
apresentando uma lesdo proxima da orelha direita e evolucdo de dois anos.
Histologicamente a les@o apresentava a caracteristica bimérfica, sendo positiva para
acido periddico-Schiff (PAS), demonstrando-se rica em glicogénio. Em sua discussao
o autor relata que a variante bimoérfica é descrita num estudo alemao de Feyrter que
relata dois casos de carcinomas de células claras ricos em glicogénio, os dois casos
com boa evolucao apos a resseccao da lesdo. Ainda relata que dois entre 0s cinco
casos descritos por Kleinsasser como carcinoma do ducto salivar, apresentavam
caracteristicas semelhantes aos carcinomas de células claras. Também é relatado
gue dois estudos de 1972 apresentavam casos semelhantes ao descrito por ele,
porém com a nomenclatura de carcinoma epitelial-mioepitelial. Entdo o autor mostra
os dados epidemioldgicos dos 14 casos, como se correspondessem a uma unica
leséo e coloca que foram prevalentes na glandula parétida e em mulheres, com idade
meédia de 58 anos.(1-3)

Ainda Chen (1) relata um estudo de Batsakis que descreve que a variavel
monomorfica ja foi classificada como uma variante do carcinoma mucoepidermoide
ou como cistoadenocarcinoma papilar, podendo ter ou ndo glicogénio e sendo
impossivel de diferenciar na histologia de metastases de outros carcinomas,
principalmente do carcinoma de células claras renal. Essa variante acomete glandulas
salivares menores e maiores e a invasao perineural era comum na sua avaliacao

morfolégica.(1, 2, 4)
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Milchgrub et al. (4) relatam que a classificacdo da OMS de 1991, vigente a
época classificava o carcinoma de células claras em monomorfico e bimérfico, sendo
confuso para o diagnostico.(4, 5) Observando seus casos de 1970 a 1992 ela
observou 11 casos com caracteristicas muito semelhantes e conseguiu informacdes
pos operatorias de 10 pacientes, sendo que um deles veio a 6bito por complicacdes
poOs-operatorias, e o restante estava livre da lesédo, tendo um deles falecido de outra
causa. As caracteristicas clinicas dessas les6es eram ndodulos indolores de
crescimento lento, em sua maioria de glandulas salivares menores da cavidade oral
(82%), com predilecdo para mulheres com média de 55 anos. A remocéo cirurgica foi
suficiente para a maioria dos casos. Metastase foi descrita em apenas dois casos,
mostrando-se, portanto, uma neoplasia pouco agressivo, de baixo grau de
malignidade. O quadro histolégico dessas lesdes era bem caracteristico com células
claras em um estroma hialino rico em glicogénio, raro o aparecimento de mucina e
sem caracteristicas mioepiteliais, entdo os autores classificaram essas lesbées como
carcinoma de células claras hialinizante.(2-4, 6)

Ainda na discussdo destes mesmos autores, eles observaram que alguns
casos de carcinoma de células claras monomorficos ja eram considerados como
carcinoma epitelial-mioepitelial, no entanto em seus casos ndo se observou
caracteristicas mioepiteliais tanto na microscopia quanto no exame imuno-
histoquimico, ndo se tratando, portanto, de uma lesdo de origem mioepitelial. Outros
diagnosticos diferenciais foram descartados, como carcinoma mucoepidermoide em
gue esta presente mucina, diferentemente do carcinoma de células claras onde nao
ha mucina, ou, quando presente € bem localizada, no interior de alguma célula. O,
carcinoma de células acinares contém granulos de zimogénio (amilase) e ndo contém
glicogénio diferente do carcinoma de células claras, j& o oncocitoma € uma lesédo
benigna em comportamento e acomete mais parotida, sendo a interface de células
claras e outras células bem definidas. Outra neoplasia de células claras que acomete
maxilares, o tumor de Pindborg, apresenta calcificacdes em seu meio, diferente do
carcinoma de células claras de glandulas salivares. O carcinoma odontogénico de
células claras é igual histologicamente a lesdo aqui descrita, entdo sua diferenciacdo
é feita apenas pela localizag&o da lesé&o (intra ou extra 6ssea). Por este motivo alguns
autores ja consideraram a leséo intra-0ssea como um carcinoma de células claras

central. J& as lesdes metastaticas ndo devem ser descartadas diante deste
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diagnéstico e o carcinoma de células claras renal deve ser investigado.(4,
7,8,12,13,14)

Ellis (15) faz uma revisdo sobre os carcinomas que apresentam células claras
e orienta seu diagndéstico. Segundo o autor o chamado carcinoma de células claras
nao tem a caracteristica de dois tipos de células distintas como o carcinoma epitelial-
mioepitelial, ocorre entre a sexta e a oitava décadas de vida, e apresenta células
claras em formato poligonal, podendo ter ou ndo um estroma hialino. O autor ndo acha
conveniente, portanto, chama-lo de hialinizante. Da mesma forma ele critica outro
autor que queria dividi-lo em epitelial e mioepitelial, ja que essa lesdo nao tem
caracteristica mioepitelial. Esse carcinoma é rico em glicogénio e por isso alguns
autores o chamaram de carcinoma de células claras rico em glicogénio, além de ser
uma leséo de baixa agressividade, com raras figuras de mitose. Corresponde a menos
de 1% dos carcinomas de glandulas salivares para a Associacdo de Patologia das
Forcas Armadas (AFIP) e 60% ocorrem em glandula salivar menor. A diferenciacéo
das demais neoplasias é feita de forma semelhante ao descrito anteriormente.(15)

Sun et al. (16) fizeram uma revisdo dos casos relatados na literatura de
carcinoma de células claras e encontram 30 relatos na literatura inglesa e 10 na
literatura chinesa além de mostrar mais um caso que histologicamente se
assemelhava ao descrito por Milchgrub et al. (4). Dos 40 casos relatados na literatura,
em 11 houve a ocorréncia de metastases, todas em linfonodos regionais. A maioria
dos casos era em cavidade oral, com local mais frequente em base de lingua seguido
de palato, assoalho bucal e mucosa jugal. Porém, havia relatos de lesdes em parétida
e hipofaringe.(8) Frente a tudo ja exposto na literatura, havia a necessidade de se
diferenciar e caracterizar as varias lesdes que vinham sendo chamadas por varios
nomes como carcinoma de células claras, carcinoma de células claras rico em
glicogénio e carcinoma de células claras hialinizante.(2, 7, 14, 15)

Um trabalho com série de 8 casos de Solar, Schmidt e Jordan (17) levantados
em seu servigo de 1982 até 2007, observaram a média de idade de 55 anos com a
preferéncia pelo palato e com a maioria de mulheres. Também fizeram uma revisao
da literatura de 1980 até 2007 e observaram 44 casos descritos, com epidemiologia
semelhante a sua série de casos, sendo 35 na cavidade oral com um total de 50% em
palato e lingua, havendo ainda casos em hipofaringe, nasofaringe e parétida. O
acometimento de linfonodos regionais foi de 23%, no entanto, é relatada apenas uma

morte por causa da doencga e dois relatos de metastase em pulméo.(17) No mesmo
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ano, O’Sullivan-Mejia et al. (18) também relataram uma série de 8 casos levantados
de seu servigco de 1992 até 2008. Sua epidemiologia foi semelhante a ja descrita, com
maioria em mulheres e com idade média de 66 anos sendo sete em cavidade oral.
Desses 7, trés apresentaram recorréncia, e essa recorréncia variou de um a seis anos.
Revisando os casos da literatura, encontraram apenas 36 casos na literatura inglesa
a partir de 1994. No entanto, levantando todos os casos descritos e incluindo os seus
oito chegaram a um total de 55 casos. Os achados epidemiolégicos era concordes
com sua série de casos (72% mulher, 81% em cavidade oral e idade média de 68
anos). A maior novidade neste estudo foi uma leséo situada préxima a orbita.(18)

Kauzman, Tabet e Stiharu (2) descrevem um caso clinico de leséo intra-oral em
paciente masculino de 53 anos, sem recorréncia em acompanhamento de 3 anos, no
entanto seu trabalho faz uma extensa revisdo de literatura relatando o historico e as
nomenclaturas dessa lesdo. Quanto a quantidade de casos ele contabiliza 98 casos
na lingua inglesa, sendo 59 (60,2%) dos casos em mulheres, 37 (37,8%) em homens
e dois casos o0 sexo nédo foi relatado, a média de idade foi de 54,8 anos e a mediana
de 54 anos, em cinco casos a idade nao foi relatada. A localizagéo mais frequente foi
o palato 27 (27,5%) casos, seguido pela lingua com 25 (25,5%) casos. Oito casos
ocorreram em assoalho bucal e 8 casos em mucosa oral; 6 casos envolviam
nasofaringe ou orofaringe e 5 casos eram de glandula parétida. No que se refere a
sua agressividade, concluem ndo ser uma lesdo muito agressiva ja que apenas 3
pacientes morreram em decorréncia da lesdo; além disso 6 metastases ocorreram em
pulméo e 14 pacientes apresentaram recorréncias.(2) Antonescu et al. (10) estudou
aspectos moleculares do carcinoma de células claras e o carcinoma mucoepidermoide
mostrando uma diferenca entre o carcinoma de células claras de origem glandular dos
demais carcinomas. O autor reconhece a presenca do rearranjo no oncogene EWSR1
gue se fusiona ao gene ATF1, formando um gene de fusdo EWSR1-ATF1, que até
entdo ndo havia sido descrito em outras lesdes. O autor sugere que a presencga desse
gene de fusdo auxilia na diferenciacdo do carcinoma de células claras de outras
lesdes. As demais caracteristicas apresentadas pelo autor estavam de acordo com 0s
relatos da literatura: mais no sexo feminino (14/23 casos), média de 59 anos, sendo
18 casos em cavidade oral e uma recorréncia de 21%.(10)

Thway e Fisher (19) revisaram a literatura sobre a presenca dos genes de fuséo
ESWR1-CREB1 e EWSR1-ATF1. O rearranjo do gene EWSR1 aparece em varias

lesdes como, histiocitoma angio-fibroso, sarcoma de células claras (gastrointestinal),
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sarcoma mixoide pulmonar, sarcoma de Ewing e claro no carcinoma de células claras
das glandulas salivares. Essas fusdes génicas estdo diretamente ligadas a
oncogénese dessas neoplasias. Nesse trabalho todas as alteracbes moleculares
dessas lesbes citadas no comeco do paragrafo foram estudadas através da revisdo
de literatura confirmando que foi encontrado esses genes de fusdo nas mesmas.(19)

Bilodeau et al. (11) fizeram um levantamento de casos em seu servico de 1998
até 2010 e encontraram 17 casos (15 pacientes) de carcinomas de células claras de
glandula salivar e 12 casos (8 pacientes) de carcinomas odontogénicos de células
claras, tendo comparado a epidemiologia, aspectos histolégicos e imuno-
histoquimicos das lesbes. O carcinoma de células claras de glandula salivar mostrou
maior predilecdo pelo palato e base de lingua, a maioria dos casos ocorreu em
mulheres com idade média de 60 anos, sendo a taxa de recorréncia de 12% e
metastase foi detectada em 25% (principalmente em linfonodos). Um dos casos
apresentou recorréncia apos 15 anos, em regido nasal. Ja os casos de carcinoma
odontogénico de células claras nao tiveram predilecdo por sexo, a idade média foi de
55 anos e houve maior predilecdo pela mandibula (62,5%). A taxa de recorréncia
chegou a 55%, e, em geral as lesdes na recorréncia eram maiores que a lesao inicial.
Entre os carcinomas odontogénicos houve uma recorréncia apés 4 anos. Foram
consideradas lesbes de baixo grau de agressividade e com bom sucesso no
tratamento.(11) Bilodeau et al. (20) publicaram outro estudo comparando os testes
moleculares da lesdo de origem odontogénica e da lesdo de origem glandular e
observaram através de hibridizac&o fluorescente in situ (FISH) que o rearranjo do
gene EWSR1 estava presente na maioria das duas lesdes e ndo estava presente em
lesbes como tumor de Pindborg e carcinoma epidermoide de células claras. (6, 8, 10
,20)

Shah et al. (14) fizeram um estudo com 10 casos de seu laboratério e 9 casos
cedidos por outros dois laboratérios Todos os casos foram revisados e confirmados
16 casos como carcinomas de células claras. Foram realizadas avaliacdes
histologicas, imuno-histoquimicas e moleculares, além da avaliagdo molecular de 6
mioepiteliomas para o rearranjo do gene EWSR1. Com relacdo aos aspectos
epidemioldgicos, foram semelhantes aos dos autores anteriores, com maior
predilecdo para mulheres com média de idade de 63 anos, maioria dos casos em
cavidade oral com o palato e base de lingua como sitios principais.(14)
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Weinreb em (7,21,22) publicou trés artigos no mesmo ano, duas revisdes de
literatura em que sO ele era o0 autor e uma revisdo sobre o gene de fusdo EWSR1-
ATF1 em conjunto com Tanguay. Em seus trabalhos é relatado que alguns oncogenes
sdo estudados para facilitar o diagnostico e tratamento de lesdes glandulares. A
nomenclatura dessa leséo pela de AFIP de 2008 é de carcinoma de células claras,
porém para a OMS na classificacdo de 2005 o termo usado era carcinoma de células
claras sem outra especifica¢do.(3, 7, 10, 21-24)

Brandwein-Gensler e Wei (13) fizeram um breve relato sobre o que deveria ser
revisto na proxima classificacdo da OMS, e condenaram a nomenclatura dada pela
OMS e pela AFIP ao carcinoma de células claras, pois tal lesdo muitas vezes revela
uma diferenciagéo escamosa, por causa de seus desmossomos e seus tonofilamentos
e poucas vezes apresenta diferenciacdo glandular, também afirma que a presenca do
gene de fusdo EWSR1-ATF1 a diferencia das outras lesdes. Quanto as caracteristicas
da lesdo ele revisa os trabalhos de outros autores ja citados nessa revisao.(3, 13)

Simpson et. al (23) em uma revisdo sobre diagndstico de leses de glandulas
salivares, encontraram relatos do carcinoma de células claras desde 1937, e
considerando sua revisdo eles ndo observaram predilecdo por sexo, mas a faixa
etaria, a localizacdo e os sintomas da lesdo eram 0s mesmos ja relatados em outros
trabalhos. As caracteristicas histolégicas, imuno-histoquimicas e moleculares eram as
mesmas observadas por outros autores citados previamente. Os autores acreditaram
gue com um gene de fusdo caracteristico dessa leséo a sua caracterizacdo seria mais
facil.(23)

Zhao et al. (24) relatam que a maior ocorréncia do carcinoma de células claras
€ em cavidade oral principalmente em palato, mas pode ocorrer em varias areas da
boca. Revisando a literatura os autores encontraram casos de lesbes nasais sendo
descritos sete deles no Pubmed e dez casos na literatura chinesa. No total eles
revisaram 23 casos (1992-2013) de lesdes nasais de seu servi¢o e encontraram 6 que
se caracterizavam como carcinomas de células claras. Realizaram imuno-
histoquimica, porém nenhum teste molecular foi realizado. (24)

Nakano et al. (25) estudaram trés casos de carcinoma de células claras
hialinizante em duas mulheres e um homem, sendo um em lingua, um em nasofaringe
e um em palato mole. Realizaram estudo histolégico, imuno-histoquimico e molecular
das lesdes sendo duas delas positivas para os testes moleculares do rearranjo do

gene EWSR1. Em concordancia os resultados de imuno-histoquimica das duas foi
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semelhante, diferenciando da terceira lesdo sobre quais citoqueratinas eram positivas,
mesmo se tratando do mesmo diagndstico.(25) Esse mesmo gene foi pesquisado em
outras lesdes de glandulas salivares por Skélova et al. (26) sendo atribuido um pior
progndstico para lesdes como carcinoma mioepitelial de células claras na presenca
desse gene.(26)

Albergotti et al. (6) fizeram uma revisdo de literatura e o relato de 9 casos
encontrados em seu servico. Em seus casos a média de idade foi de 58 anos, com
pequena maioria de mulheres, os locais foram diversos, sendo dois em nasofaringe,
um em maxila, um em base de lingua, um em mucosa oral, um em palato duro, um
em tonsila e um em cavidade paranasal. Na apresentacdo clinica nenhum tinha
evidéncia de metéstase a distancia e dois pacientes apresentavam linfadenopatia
regional. Um paciente faleceu no pds-operatério, 7 pacientes se mostraram livres da
lesdo durante seu acompanhamento, e um paciente ndo fez acompanhamento. Os
dados clinicos foram semelhantes aos encontrados em sua revisdo de literatura.
Foram realizados testes imuno-histoquimicos e moleculares (FISH).(6)

Fonseca et al. (27) assim como Yin. e Ha.(28) fizeram trabalhos de revisao
para tabular e orientar sobre a presenca dos genes de fusdo em algumas lesdes e
sua importancia para o progndstico.(27, 28). Ainda nesse mesmo ano Daniele et al.
(3) fizeram uma revisédo de literatura encontrando 150 casos de carcinoma de células
claras denominado sem outra especificacdo ou denominado hialinizante de glandulas
salivares somente relatados na literatura inglesa e acrescentaram dois casos
observados em seu servico, com total de 152 casos. Na sua epidemiologia viu que 71
dos 152 casos ocorreram entre 50 e 70 anos, houve uma grande predilecdo pela
cavidade oral com 80% dos casos e a area mais comum foi a lingua com 39 casos
seguido do palato com 37 casos. Nessa revisdo é ressaltada a importancia de
acompanhamento por um longo periodo visto que dez casos de recidiva dessa leséao
ocorreram ap0s 5 anos, quatro relatos apés 10 anos e um relato de recidiva apés 24
anos da primeira lesdo.(3)

Seethala e Stenman (9) fizeram um artigo sobre a classificacdo da OMS de
2017 para as neoplasias de glandulas salivares e comentaram a inclusdo de novas
lesbes como o carcinoma secretério (analogo mamaério), a reclassificacdo do
adenocarcinoma cribiforme de baixo grau em carcinoma intraductal (qualificado como
baixo grau), e a presenca de genes de fusédo auxiliando o diagnoéstico de algumas

destas neoplasias. Entretanto comentam néo ser imprescindivel sua deteccéo para o
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diagnostico, excetuando-se o gene de fusdo EWSRI1-ATF1 cuja presenca é
considerada exclusiva do carcinoma de células claras. Nesta nova classificacdo a
denominagéo é simplesmente carcinoma de células claras, e ndo mais sem outra
especificacao ou hialinizante.(9)

Hernandez-Prera et al. (8) fizeram um estudo transversal para observar a
incidéncia do carcinoma de células claras hialinizante em um servico de patologia
vinculado a um servico de cirurgia de cabeca e pescoco. Foram levantados 594 casos
de carcinoma de glandulas salivares de 1994 até 2014, com idade média de 57 anos,
54% de mulheres, a maioria da raca branca, e 43% eram de glandulas salivares
maiores, 53% em glandulas salivares menores do trato aerodigestivo, 3% em local
ndo especificado. O diagndstico mais comum foi carcinoma mucoepidermoide com
34%, seguido do carcinoma adenoide cistico em 22% dos casos. Os casos de
carcinoma de células claras representaram apenas 2,5% (8) dos casos. Nem todos os
casos haviam sido diagnosticados inicialmente como de carcinoma de células claras.
Em 3 deles o diagndstico foi de carcinoma mucoepidermoide, um deles carcinoma
epitelial-mioepitelial e um como carcinoma ndo especificado com células claras. Da
mesma forma dois foram reclassificados como carcinoma de células claras
odontogénico por serem intra-6sseos em maxila, € um por apresentar expressao de
S-100 e SMA foi reclassificado em carcinoma epitelial-mioepitelial. Foram feitos testes
imuno-histoquimicos e moleculares para confirmar o diagnéstico.(8) Durante sua
revisdo os autores analisaram153 casos relatados na literatura e observaram que o
acompanhamento variou bastante de 1 a 336 meses, com mediana de 24 meses,
sendo que com os dados disponiveis foi possivel observar que o risco de metastase
cervical foi de 5% nos primeiros 5 anos e 15% no acompanhamento de 10 anos, além
de uma taxa de recorréncia de 19% em 5 anos e 49% em 10 anos. A taxa de sobrevida
dos pacientes para 5 e 10 anos foi de 89% e 83%, respectivamente, e quando estes
dados restringiram-se aos pacientes que faleceram em decorréncia da neoplasia, a
sobrevida de 10 anos foi para 97%, mostrando ser uma leséo pouco agressiva. (8)

Lan et al. (29) relataram dois casos de carcinoma de células claras em regiao
paranasal confirmando com testes moleculares de FISH e PCR, ja que os testes
imuno-histoquimicos foram inconsistentes para fechar o diagndstico.(29) Alali et al.
(30) também apresentaram uma dessas lesdes em regidao paranasal e na revisado de

literatura encontraram 3 casos publicados na mesma regido. Os resultados de imuno-
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histoquimica foram caracteristicos da leséo e o teste de FISH também foi positivo. Um
fato curioso é que os outros trés casos eram do sexo masculino.(30)

Hsieh et al. (31) revisaram 49 casos de carcinomas mucoepidermoide com
células claras, fazendo o teste de FISH para o rearranjo do gene MAML2 e 17 casos
foram negativos e foram testados para o rearranjo do gene EWSR1, sendo trés casos
positivos. Analisando o quadro histologico destes 3 casos, o diagndstico foi mudado
para carcinoma de células claras. Outros cinco casos que ja tinham o diagnéstico de
carcinoma de células claras também foram revisados e testados, mantendo o
diagnodstico. Desses 8 casos 7 eram mulheres e a maioria das lesfes ocorreu em
palato, seguido por base de lingua. J4 € sabido que a diferenciacao apenas histologica
entre o carcinoma mucoepidermoide com células claras e o carcinoma de células
claras é dificil, pois assim como as células claras podem ocorrer no carcinoma
mucoepidermoide, pode haver muco no carcinoma de células claras. Sendo assim 0s
testes moleculares podem auxiliar nessa diferenciacéo, para que condutas adequadas
sejam realizadas, visto que carcinoma mucoepidermoides negativos para o rearranjo
do gene MAML2 s&do mais agressivos e o carcinoma de células claras tem recidivas
tardias relatadas.(31)

Zhao et al. (32) revisando seus casos, observaram dois casos de carcinoma de
células claras néo especificado, dois de carcinoma mucoepidermoide e um carcinoma
epitelial-mioepitelial, que apresentavam células claras e poderiam se enquadrar no
diagnéstico de carcinoma de células claras de glandulas salivares. Houve pequena
predilecdo para o sexo feminino, a média de idade foi de 56,6 anos, e os sintomas
clinicos variaram um pouco. As localizacdes foram diversas como base de lingua,
palato, nasofaringe e glandula parétida. Apenas um paciente morreu em decorréncia
da lesdo apds 11 meses, sendo que esse era 0 paciente com a maior lesdo e sua
ocorréncia foi em parétida, com metastases em pulmao apds 6 meses. Os outros 4
pacientes permaneciam vivos e sem evidéncias da doencga. O teste molecular de FISH
foi positivo para o rearranjo do gene EWSR1 em todos o0s casos.(32)

Yang et al. (33) em seu servico observaram 14 casos identificados como
carcinoma de células claras hialinizante, de 2002 até 2012. A média de idade foi de
53 anos, com pequena predilecédo para o sexo feminino, e o principal sintoma foi de
uma massa indolor e firme a palpacao. A principal localizagcéo foi em palato com 6,
seguido da base de lingua com 3, e cinco pacientes (37,5%) apresentavam linfonodos

palpaveis, sendo submetidos a esvaziamento cervical, mas sem evidencias de
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metastase a distancia. O acompanhamento desses pacientes variou de 3 a 7 anos e
3 pacientes (21,4%) tiveram recidiva local, dois em um ano (com mais de uma
recorréncia) e outro em 4 anos. Todos tinham a lesédo de maior volume e linfonodos
comprometidos na primeira intervencédo, nenhum paciente faleceu em funcdo da
doenca.(33)

Nesse artigo foi feita uma revisao de literatura havia 141 casos de carcinomas
de células claras, e, juntando com os 14 apresentados por ele totalizaram 155 casos.
A média de idade dos pacientes era de 57 anos e 63,2% eram mulheres, sendo o local
de maior ocorréncia a lingua, seguida do palato. A glandula maior mais acometida foi
a parotida. Oitenta e um pacientes apresentavam dados disponiveis sobre
linfadenopatia que estava presente em 14 (17,3%) dos pacientes, e, 70 tinham dados
sobre metéstase a distancia que esteve presente em dois casos. A grande maioria foi
tratada com resseccao e a disseccéo linfonodal foi feita em 24 de 93 casos (sendo 12
positivos). Dezessete dos casos tiveram radioterapia adjuvante, em um foi realizada
apenas radioterapia e em um apenas quimioterapia. Dos 130 pacientes que tinham
relatos pés-operatorios, 23 (17,7%) apresentaram recidiva local, com uma média de
tempo de 47,7 meses para a recorréncia; e cinco de 128 pacientes tinham metastases
regionais e quatro de 114 metastase a distancia, sempre acometendo o pulméo. Em
105 pacientes com acompanhamento prolongado observou-se que 91 (86,7%)
estavam livres da lesé&o, oito (7,6%) estavam vivos, mas com a lesdo, quatro (3,8%)
morreram da doenca e dois (1,9%) morreram de complicacdes pdOs-operatorias,
mostrando o bom prognéstico da doenca.(33)

Chapman et al. (34) relataram trés casos de carcinoma de células claras que
foram negativos para o gene de fusdo EWSR1-ATF1, porém positivos para EWSR1-
CREM. Um caso era em nasofaringe, um em base de lingua e um em pulmé&o.
Inicialmente acreditavam tratar-se de carcinomas mucoepidermoides por
apresentarem mucina, porém foram negativos para os genes de fusdo caracteristicos
dessa leséo e como apresentavam areas de hialinizagéo foram testados para o gene
do carcinoma de células claras. No entanto, mesmo nédo sendo o gene especifico
dessa lesé&o, como sua presencga ndo acontece em 100% dos casos 0 autor acredita

ser um outro gene de fuséo que apareca nessa lesdo.(34)
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2.2 Achados histopatoldgicos e imuno-histoquimicos

Os aspectos histopatolégicos e imuno-histoquimicos do carcinoma de células
claras de glandulas salivares foram descritos ao longo do tempo. Um dos primeiros
relatos onde uma neoplasia de parétida foi denominado carcinoma de células claras
foi o artigo de Chen (1) que mostrava uma lesdo com estruturas tubulares formadas
por dois tipos celulares, sendo células luminais eosinofilicas e células externas claras,
PAS sensivel, portanto, rica em glicogénio. (1)

O gquadro histologico do carcinoma de células claras descrito por Milchgrub et
al. (4) mostrava uma lesdo bem delimitada com células claras de formato poligonal
em sua maioria dispostas em ilhas, corddes ou ninhos em um estroma hialino.
Algumas células eosinofilicas eram vistas junto as células claras. Estas eram PAS-
diastase sensivel positivas e em alguns casos o PAS foi positivo no estroma, sendo
que mucina era raro de encontrar. Mitoses foram vistas s6 nos casos com metastases,
e infiltracdo neural foi observada, mas sem infiltracdo vascular. Na imuno-histoquimica
mostrou positividade para antigeno epitelial de membrana (EMA), citoqueratina AE3
e AE1l e negatividade para S100 e actina de musculo liso (SMA), mostrando que é
uma neoplasia epitelial, mas ndo mioepitelial. Na microscopia eletrénica foram vistos
lagos de glicogénio, porém sem areas de necrose, indicando uma lesédo de baixo grau.
Diante do exposto da histologia dessa neoplasia, e por sua caracteristica epitelial os
autores a denominam de carcinoma de células claras hialinizante diferenciando dos
outras neoplasias com células claras.(3, 4) Varios autores tem relatado casos de
lesbes semelhantes a essa descri¢cdo histolégica e com o nome de carcinoma de
células claras hialinizante. (4, 7, 8, 14, 16, 19, 26, 28)

Ellis (15) descreve que o carcinoma de células claras é composto por células
poligonais claras, dispostas em ninhos, corddes ou ilhas, rico em glicogénio podendo
ter um estroma hialino ou fibroso. Os resultados de imuno-histoquimica mostraram
positividade para citoqueratinas e negatividade para proteina S-100 (S-100) e SMA.
De acordo com o autor a presenca de algumas poucas células com mucina nao
descaracteriza a lesao e nao a classifica como um carcinoma mucoepidermoide.(15)

Felix et al. (5) estudaram a matriz extracelular do carcinoma de células claras
hialinizante e observaram colageno tipo Il na matriz extracelular ao redor das células

e colageno tipo | difuso na matriz extracelular. Para os autores essa distribuicdo do
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colageno mostra que ndo ha muito material da lamina basal ao contrario do que
acontece nos carcinomas de origem mioepitelial, diferenciando essa lesdo das
demais.(5, 19, 23)

Solar, Schmidt e Jordan (17) em sua série de casos, observaram em suas
lesdes 5 casos exibindo mitoses, sendo um desses mais agressivo; 3 com infiltracao
neural e 3 com necrose, e relataram que em sua revisdo de 44 casos apenas um
apresentava necrose e 15 (28%) apresentavam invasao neural, sem nenhuma ligacao
com sua agressividade. Em sua série o caso agressivo tinha na histologia a presenca
de mitose e necrose. Nas reacdes de imuno-histoquimica e histoquimica seus casos
foram reativos para citoqueratinas e PAS, respectivamente, e negativos para SMA e
S-100, sendo essa a principal caracteristica dessa lesao para ajudar a diferencia-la
das demais lesBes com células claras. Com isso 0s autores mostraram mais uma vez
gue a lesdo é de origem epitelial, ndo tendo nenhum componente mioepitelial.(17) As
caracteristicas imuno-histoquimicas também foram  descritas nos casos de
O’Sullivan-Mejia et al. (18), com apenas uma leséo de palato apresentando S-100
focalmente positivo. Também ¢é relatada a positividade para proteina p63 (p63)
(marcador de células de epiteliais e mioepiteliais) em sete dos oito casos
apresentados em seu trabalho. Esse autor montou um painel imuno-histoquimico para
diferenciar o carcinoma de células claras de glandula salivar das outras lesdes. Nesse
painel ele mostra que o carcinoma de células claras € positivo para PAS,
Citoqueratinas, EMA e p63, sendo negativo para PAS-didstase, mucina, S-100, SMA
e CD10 (marcador para carcinoma renal). As demais lesdes que apresentam células
claras foram assim diferenciadas; carcinoma mucoepidermoide apresenta
positividade para mucina; carcinoma epitelial mioepitelial apresenta positividade para
SMA e S-100, e negatividade para PAS; carcinoma de células acinares positividade
para SMA e PAS-D; carcinoma renal de células claras CD10 positivo; carcinoma
odontogénico de células claras ndo teve diferengca na imuno-histoquimica.(18)
Portanto, o carcinoma odontogénico de células claras € a Unica lesdo que nao é
possivel de se diferenciar histologicamente e por imuno-histoquimica do carcinoma
de células claras de glandula salivar, isso s é possivel de fazer pela regido acometida
no paciente.(7, 15, 17). A extensa revisao realizada por Kauzman, Tabet e Stiharu (2)
nao mostrou nada de novo relacionado ao estudo histoldgico e imuno-histoquimico,
apenas confirmou que em 98 casos a maioria era mulher com 60,2% com idade média

de 54,8 anos com o palato e lingua sendo os principais locais de acometimento.(2)
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Antonescu et al. (10) observou a presenca de invasao neural em 11 dos seus
23 casos, sem invasao vascular ou necrose; 3 casos com invasdo 0ssea e poucas
figuras de mitose, e no estudo imuno-histoquimico todos foram positivos para P63.
Todos os casos foram positivos para citogueratinas e apenas um caso foi positivo para
S-100, no entanto a presenca de mucina focal foi observada em 10 casos.(3, 10)

Bilodeau et al. (11) comparou os aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos
do carcinoma de células claras de glandula salivar ao carcinoma odontogénico de
células claras, e encontrou um padréo celular semelhante de ninhos, corddes ou ilhas
de células claras poligonais. A hialinizacdo néo esta presente em todas as lesoes,
mas é mais presente nas lesdes de origem glandular (64,7% x 50%). Invasao neural
é frequente nas duas lesdes com maior frequéncia na de origem glandular (47,1% x
33,3%), e, metaplasia escamosa pode estar presente, mas invasao vascular é rara,
porém podem ocorrer nas duas lesdes. As grandes diferencas foram a presenca de
espacos cisticos apenas nas lesdes de origem glandular, porém presentes em apenas
11% dos casos e a presenca de células em palicada na periferia apenas nos casos
de lesdes odontogénicas em 58% dos casos. Essa disposicdo de células sustenta a
teoria de que essa lesao seja de origem odontogénica diferente das lesdes em tecido
mole.(11) No que se refere as caracteristicas imuno-histoquimicas todas foram
positivas para citoqueratinas e p63 e todas negativas para S-100, SMA e mucina e
todas positivas na histoquimica de PAS. Na microscopia eletrénica é observado que
as células tem caracteristicas de células da camada espinhosa do epitélio, por
apresentar glicogénio, tonofilamentos e desmosssomos.(3, 8, 11, 21-23) No trabalho
do mesmo autor em 2013 ele ndo observa nenhuma novidade na parte histolégica das
lesdes além do ja relatado anteriormente.(10, 20)

Shah et al. (14) em sua revisédo de 16 casos de carcinoma de ceélulas claras
hialinizante, observaram histologicamente o padrao classico de células poligonais com
citoplasma claro dispostas em ninhos, corddes ou ilhas. Alguns achados interessantes
foram que trés casos apresentaram necrose focal, 6 casos infiltracdo neural e nenhum
caso infiltracdo linfovascular. Um caso apresentava maior niumero de mitoses e
pleomorfismo, porém o paciente ndo fez acompanhamento. No que se refere a imuno-
histoquimica todos foram positivos para citoqueratinas e p63 e negativos para SMA.
O S-100 foi negativo em quase todos, com um caso apenas focalmente positivo.(14)

Zhao et al. (24) em seis casos de lesbes nasais que classificaram como

carcinomas de células claras observaram uma lesdo com células claras com formato
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poligonal em meio a um tecido fibroso, mitoses eram raras, eram ricas em glicogénio
e na imuno-histoquimica eram positivas para citoqueratinas e negativas para S-100,
calponina, e em sua maioria negativa para EMA. Além disso, foram pouco positivos
para Ki67 (marcador de proliferacéo celular), tendo como conclusao que se tratavam
de carcinomas de células claras hialinizantes.(24)

Nakano et al. (25) em seus trés casos observaram quadro histolégico
semelhante ao ja descrito por outros autores. Na imuno-histoquimica todos os casos
foram positivos para citoqueratinas e p63, negativos para S-100 e SMA, e, o
interessante € que o0s dois casos positivos para citoqueratina 14 (CK14) foram
positivos para o gene de fusdo EWSR1-ATF1.(25)

Albergotti et al. (6) em sua série de casos observaram no exame histolégico
invasdo neural em 3 dos 9 casos e invasao angiolinfatica, necrose e mitoses foram
observados em dois casos. Destes achados histolégicos 0 mais comum encontrado
em sua revisao foi a invasdo neural, ndo tendo, porém, impacto sobre prognadstico. Ja
a presenca de necrose foi 0 Unico achado que se associou a um pior prognostico em
sua revisdo de literatura. Na imuno-histoquimica todos foram positivos para
citogueratinas e P63, na histoquimica foram positivos para PAS, todos os casos foram
negativos para S-100, SMA e vimentina.(6)

Em sua revisao de literatura Daniele et al. (3) observaram que o estroma hialino
descrito pode tanto ser uma pequena faixa de tecido como um septo espesso. O
formato das células ndo variou e a invasdo neural estava presente em um terco dos
casos. As reacdes de imuno-histoquimica mostraram que a neoplasia era positivo
para varias citoqueratinas (5, 7, 8, 14 e 19), para EMA, antigeno carcino-embrionario
e p63, o Ki67 era pouco marcado, e eram negativos para vimentina, S-100, SMA e
calponina, sendo essa as principais marcagdes para sua diferenciacdo dos demais
carcinomas de células claras. Em seu relato ele observa que a positividade para
vimentina e principalmente CD10 e negatividade a CK7 sao indicios de metastase do
carcinoma renal de células claras.(3, 30)

Hernandez-Prera et al. (8) observaram 15 carcinomas de células claras de
glandula salivar e 2 odontogénicos que apresentaram padrdao celular misto com
células claras e nucleo excéntrico, aninhadas e ao redor de algumas células menores
com citoplasma eosinofilico. A hialinizagdo variou bastante entre as lesdes com
bandas escleroticas espessadas até pequenos septos fibrosos e reacdo estromal

desmoplasica estava presente em 12 das lesdes. Invasao perineural estava presente
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em 5 dos 15 casos, invaséo linfatica em um caso, necrose em um caso e pequenos
espacos cisticos em 7 casos. Reacéao linfoplasmocitaria peritumoral estava presente
em 9 dos 15 casos. O estudo imuno-histoquimico mostrou positividade para p63,
negatividade para S-100, SMA e proteina glial fibrilar, € mucicarmin foi positivo em
algumas raras células em 5 casos (incluindo 3 casos anteriormente diagnosticados
como carcinoma mucoepidermoide).(8)

Lan et al. (29) apresentaram dois casos de lesdes paranasais, positivos para
PAS e com positividade difusa para citoqueratinas. Um dos casos foi negativo para
p63 e outro foi focalmente positivo para esse marcador este ultimo caso foi negativo
para S-100, vimentina e CD10, porém, a presenca da mucina foi observada. Mas,
como os testes moleculares foram positivos para o gene de fusdo EWSR1-ATF1, os
autores concluiram que eram dois casos de carcinoma de células claras.(29) Alali et
al. (30) também apresentaram um caso em regido paranasal que na imuno-
histoquimica foi positivo para p63 e citogueratinas, negativo para S-100 e SMA e junto
com o exame histologico foi caracterizado como um carcinoma de células claras
hialinizante.(30)

Hsieh et al. (31) observando oito casos de carcinoma de células claras (sendo
3 anteriormente diagnosticados como carcinoma mucoepidermoide), constataram que
a presenca de células claras variou entre 10 e 80% da lesdo. Hialinizacdo nem sempre
estava muito evidente, invasao neural ocorreu em 50% dos casos, necrose estava
presente em 5 dos 8 casos e um caso apresentou invasao linfovascular. Na imuno-
histoquimica todos foram positivos para p63 e citoqueratinas, negativos para S-100,
SMA e SOX10 (fator de transcricao celular), sendo muito compativel com o ja descrito
sobre essa lesdo. A Unica observacéo é que quatro casos foram positivos para mucina
0 que ndo é tdo comum, mas justifica a dificuldade em diagnosticar corretamente as
lesbes.(31)

Kujiraoka et al. (35) fizeram uma linhagem de células a partir de uma neoplasia
odontogénica de células claras, a fim de avaliar o comportamento dessas células e
observar se havia alguma diferenca em relacdo ao carcinoma de células claras de
glandula salivar, j4 que as duas lesGes apresentam o gene de fusdo EWSR1-ATF1.
Foram observadas caracteristicas odontogénicas na proliferagédo celular, com células
em palicada na borda da lesdo e ilhas ameblastomatosas estavam presentes. A
multiplicacéo celular era lenta, porém bem invasiva, demonstrado algumas diferencas

histologicas das duas lesdes além da diferenca clinica do local de acometimento.(35)
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Zhao et al. (32) observaram as caracteristicas histologicas de 5 casos. Trés
casos eram bem semelhantes ao descrito em literatura sobre o carcinoma de células
claras de glandula salivar, com estroma hialino em dois, e mixéide em um caso. J& 0s
outros dois casos eram um pouco diferentes, sendo um deles de uma paciente que
veio a Obito com uma massa expansiva com células dispostas em corddes, com
citoplasma claro ou eosinofilico e um estroma também hialino. Porém, 10% dessa
neoplasia mostrava uma alteracdo de células considerada de alto grau de
malignidade. O Ultimo caso apresentou células dispostas em cordbes, as vezes
ninhos, com citoplasma claro e ligeiramente eosinofilico, além de nucleos
moderadamente irregulares, e também invasao neural.(32) Na imuno-histoquimica
todos foram reativos para pan-citoqueratina, quatro para p63 e 4 para CK14, nenhum
foi reativo para S-100, calponina e proteina glial fibrilar. Um dado interessante é que
o Ki67 estava presente em 5 % da regido mais classica da lesao e 40% da regido com
alto grau de malignidade. Nao houve relacéo direta entre a invasao neural ou presenca
de estroma hialino e o progndstico da lesdo. Lesdes mais agressivas ou que tenham
alto grau de malignidade ndo sdo comuns a esta neoplasia, no entanto um caso de
semelhante ao de maior grau de malignidade ja foi descrito por outro autor para essa
neoplasia.(32)

Yang et al. (33) em seus 14 casos observaram no exame histologico as células
poligonais com citoplasma claro dispostas em ninhos, ilhas ou corddes, com a
presenca de células de citoplasma eosinofilico em 12 casos. Estroma hialino também
foi observado, bem como invasédo neural em cinco casos e necrose em trés casos,
mas, em apenas um caso com necrose foi observada recorréncia da lesdo. Naimuno-
histoquimica, houve positividade para AE1/AE3 em 12 dos 12 casos testados,
citoqueratina 8 em 10 dos 10 testados e EMA em 9 dos 9 testados, e todos negativos
para S-100 e SMA del2 testados para calponina todos foram negativos e apenas um
de 11 testados foi positivo para vimentina. O autor observou o rearranjo do gene
EWSR1 com FISH em 12 dos 14 casos. Em seu artigo o autor revisou 155 casos da
literatura, incluindo os seus 14 e relatou invasdo perineural em 42 de 96 casos
(43,8%), invasao angiolinfatica em nove de 71 pacientes (12,7%), necrose em 7 de 51
pacientes e mitoses em 19 de 93 pacientes. Essas achados mostram um

comportamento pouco agressivo da leséo.(33)
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Uma tabela contendo os principais artigos com revisédo dos casos relatados na

literatura foi

realizada para melhor

caracteristicas histologicas da neoplasia. (tabela 2.1)

entendimento da epidemiologia e das

Tabela 2.1- Principais revisdes de literatura com aspectos epidemiol6gicos e histolégicos

Autor N° | idade | sexo localizacdo | Histologico Imuno-
histoquimico e
histoquimico

Solar, 52 | 51,7 |F71% |Lingua e |15 casos de | Citoqueratina

Schmidt e palato invasdo neural e | EA1/EA3 e PAS

Jordan (17) um caso de | positivos

necrose SMA, S-100 e
mucicarmin
negativos

O’Sullivan- 55 | 68 F72% | Lingua e | 36,4%invasao Citoqueratina

Mejia et al. palato neural EA1/EA3 e PAS

(18) positivos
SMA e S-100
negativos

Kauzman, 98 (54,8 |F Palato e Citoqueratinas e

Tabet e 60,2% | lingua PAS positivos

Stiharu (2) SMA e S-100
negativos

Albergotti et | 136 | 57,2 | F Palato e | 46,6%invasao Citoqueratinas,

al. (6) 64,8% | lingua neural, 5casosde | PAS e  p63

invasao positivos
angiolinfatica e 5| S-100 e SMA
casos de necrose | negativos

Daniele etal. | 152 | 56 F Lingua e |59,38% invasédo | Citoqueratinas 7

3) 61,5% | palato neural e 92% |e 14 e p63

invasao positivos
angiolinfatica S-100 e SMA
negativos

Hernandez- | 153 | 57 F61% |Palato e

Prera et al. lingua

(8)

Yang et al. | 155 | 57 F63,2% | Lingua e | 43,8%invasao Citoqueratinas

(33) palato neural, 12, 7% | EA1/EA3 e 8,

invasao PAS e p63
angiolinfatica e | positivos
3,31% de necrose | S-100 e SMA

negativos
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2.3 Testes moleculares

Dois testes moleculares sao mais utilizados para a localizagdo de genes em
lesdes, FISH que utiliza sondas de DNA de fita simples que se ligam nas sequencias-
alvo, o FISH tem a fluorescéncia para identificacdo dessa ligacdo, como sao utilizadas
em laminas de tecidos fixados em formalina e parafina, facilitam a rotina de um
laboratério de patologia, existem mais de um tipo de sonda no mercado, em geral se
utiliza a sonda de fusédo dupla que apresenta duas cores e quando estdo sobrepostas
significa que houve um rearranjo do gene estudado e ele pode estar fusionado a outro
gene, porém ndo se sabe qual é o outro gene.(34) O teste da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) que faz a amplificacdo do gene de fusédo (jA mostrando o genes
rearranjados e fusionados) caso ele esteja presente na lesdo, através de um ciclo de
variacdo de temperaturas, as cadeias de &acido ribonucleico (RNA) se ligam a
sequencias de genes dispostas em primers especificos para a sequéncia do gene
estudado e replicando-as, esse ciclo é repetido varias vezes aumentando a
guantidade de replicacdes do gene estudado possibilitando sua deteccéo.(10)

Alguns genes ja eram estudados para se observar quais alteracfes estavam
presentes nas lesbes malignas, identificando genes precursores de carcinoma ou
sarcomas, genes denominados oncogenes, como o gene EWSR1 que é observado
no sarcoma de Ewing, esse gene é considerado um gene promiscuo por se fusionar
facilmente a outros genes.(10, 19) . O gene ATF1 é da familia do CREB e esta
diretamente relacionado a transformacdo do adenosina 3',5'-monofosfato (AMP) em
AMP ciclico no meio intracelular, portanto a fusdo desses genes ao EWSR1 esta
diretamente ligada a oncogénese das lesdbes em que sdo achados, alterando a
producéo de fatores de transcricdo quiméricos e desregulando a expressao génica da
célula. A presenca do gene nem sempre se traduz em lesdo dependendo das
alteracdes intracelulares, no entanto se sabe que o gene EWSR1 esté ligado a alguns
sarcomas quando presente em células mesenquimais e recentemente foi relacionado
ao carcinoma de células claras de glandulas salivares, mesmo sendo uma neoplasia
epitelial. (19)

Alguns trabalhos ja mostravam a presenca do gene MAML2 fusionado
principalmente ao gene METC1l em cerca de 60% dos casos de carcinoma

mucoepidermoide, e esta fusao foi relacionada a um comportamento menos agressivo
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dessa lesdo, no entanto o gene EWSR1 fusionado foi observado em 43% dos
carcinomas mucoepidermoides através do teste de FISH e isso foi relacionado com
um comportamento mais agressivo dessa lesdo.(22) Outras lesdes também
demonstraram genes de fusdo como carcinomas adenoides cisticos com MYB-NFIB,
nao estando apenas esses genes alterados, mas o MYB esta alterado entre 65 a 90%
dessas lesbes, adenomas pleomorficos com PLAG1 ou HMGA2 esses genes estao
diretamente relacionados a producéo de e-caderina e do metabolismo celular, o dltimo
gene também se encontra alterado no carcinoma ex-adenoma pleomorfico, carcinoma
secretorio (analogo mamario) com o gene de fusdo ETV6-NTRK3 que apareceu em
100% dos casos testados, esse gene esta diretamente ligado aos receptores de
membrana quinase e estdo presentes em outras lesdes de fora da cavidade oral,
muitas dessas lesdes apresentam varios rearranjos de genes.(14, 21,22)

O estudo de Antonescu et al. (10) observou a presenca do gene EWSR1 com
suas varias fusdes em carcinoma de células claras de origem glandular, esse mesmo
autor ja havia estudado a presenca desse gene nas neoplasias mioepiteliais do tecido
mole tendo o resultado de 45% das lesdes com a presenca do gene e quando ele
estava fusionado ao gene POU5F1 formando o gene de fusdo EWSR1-POUSF1 a
lesé@o apresentava células claras, por isso a ideia de se testar esse gene no carcinoma
de células claras.(18) Para isso o autor utilizou os testes de FISH e PCR, esse trabalho
foi multicéntrico e ap0s as revisdes de laminas chegaram a um numero de 23
carcinomas de células claras e 5 carcinomas mucoepidermoides, foram feitos testes
de FISH para os genes MAML2 (11g21), EWSR1 (22912), ATF1 (12q13), CREB1
(2934), FUS (16p11), POU5SF1 (6p21), PBX1 (1g23) e ZNF444 (19q13), os casos
positivos tinham mais de 20% dos nucleos com o gene, entdo 18 (82%) casos de 22
testados foram positivos para fuséo do gene ESWR1 e 13 (93%) casos de 14 testados
de positivos para fuséo do gene ATF1, nenhum caso apresentou outro gene, mesmo
0S casos com mucina ndo apresentaram o gene MAML2, no PCR houve amplificacéo
do gene de fusdo EWSR1-ATF1. Os carcinomas mucoepidermoides foram negativos
para os genes ESWRI1, FUS e ATF1, mesmo quando essas lesdes apresentavam
células claras. Tendo como conclusdo do artigo que esse gene de fusédo é
caracteristico do carcinoma de células claras de glandula salivar.(8, 10, 13, 21-23, 26,
27, 34)

Thway e Fisher (19) observaram na literatura que no histiocitoma angio-fibroso

em sua maioria esta presente o gene de fusdo EWSR1-CREB1, no entanto também
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se observa EWSR1-ATF1 em algumas areas da neoplasia, ja no sarcoma de células
claras é o contrario a maioria apresenta o gene de fusdo EWSR1-ATF1, podendo
apresentar EWSR1-CREB1 também. O sarcoma mixoide pulmonar primario so
apresenta EWSR1-CREB1, ao contrario do carcinoma de células claras de glandulas
salivares que sO apresenta EWSR1-ATF1, a neoplasia mioepitelial do tecido mole
também sé apresenta o gene de fusdo EWSR1-ATF1, porém se diferencia do
carcinoma de células claras hialinizante por ter um comportamento oposto na imuno-
histoquimica apresentando S-100 positivo e P63 e citoqueratina negativos.(19)

Bilodeau et al. (20) também observou o rearranjo do gene EWSR1 em 5 de 6
casos (83,3%) de carcinomas odontogénicos de células claras através do teste de
FISH, um desses casos positivos foi testado para a fusdo do gene ATF1 e também foi
positivo, ele também observou esse mesmo gene fusionado em 12 de 13 casos
(92,3%) do carcinoma de células claras de origem glandular.(20) Algumas
observacbes foram feitas, todos o0s casos com rearranjo do gene EWSRI1
apresentavam estroma hialino ou fibrocelular, havia dois casos de neoplasia em
parétida, um com o rearranjo do gene EWSRL1 e outro em que 0 gene estava intacto,
no entanto na histologia as duas lesdes eram idénticas. (20, 28) Esse fato do rearranjo
do gene ESWR1 estar presente nas lesdes de origem glandular e odontogénica néo
significa que esta ultima se trate de um carcinoma central de células claras como
alguns autores sugerem.(8, 13, 20, 34)

No trabalho de Shah et al. (14) foram feitos testes de FISH para detec¢cao do
rearranjo do gene EWSR1 e observado essa alteracdo em 13 (87%) dos 15 casos
testados, dos dois casos negativos um apresentou um maior pleomorfismo, ja o outro
caso era bem caracteristico de carcinoma de células claras de glandula salivar. As 6
lesdes de mioepiteliomas testadas mostraram o gene EWSR1 intacto, apesar disso
de na literatura ha descricdes do rearranjo desse gene em lesbes mioepiteliais do
tecido mole.(14)

Nakano et al. (25) fez o teste de FISH para verificar o rearranjo do gene EWSR1
e PCR para verificar o gene de fusdo EWSR1-ATF1, sendo que dos trés casos dois
foram positivos para os dois testes, mostrando a concordancia entre os testes.(25)
Nesse mesmo ano Skéalova et al. (26) fez um estudo sobre a incidéncia do rearranjo
do gene EWSR1 através do teste de FISH em carcinomas de origem glandular e que
apresentavam células claras, foram 51 (39%positivos) carcinomas mioepiteliais de

células claras, 21 (24%positivos) carcinomas ex-adenomas pleomorficos, 11 (9%
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positivos) carcinomas epitelial-mioepiteliais e 5 (80% positivos) carcinomas de células
claras de glandulas salivares, o teste molecular realizado néo foi especifico para o
gene de fusdo EWSR1-ATF1l. Os casos positivos dos carcinomas mioepiteliais
apresentavam histologia semelhante entre si com ninhos de células claras de formato
poliédrico e separada por septos fibrosos, esses casos apresentavam maior area de
necrose na lesdo e consequentemente um comportamento mais agressivo da lesao
com pior prognostico.(26)

Nos casos de carcinoma de células claras descritos por Albergotti et al. (6), ele
fez o teste de FISH para o rearranjo do gene EWSRL1 e dois nao foram testados por
falta de material, entdo dos 8 casos testados 7 foram positivos, 0 caso negativo foi
reavaliado e diagnosticado como carcinoma epitelial-mioepitelial de células claras,
com base em sua imuno-histoquimica, mostrando novamente a fidelidade desse teste
para auxiliar no diagnostico correto dessa leséo.(6)

Daniele et al. (3) em sua revisdo observou que a presenca do rearranjo do gene
EWSRL1 foi observado em 43 de 152 casos (ja somados os dois casos apresentados
por esse autor) como forma de diagnostica-los como carcinoma de células claras de
glandula salivar.(3, 30)

Hernandez-Prera et al. (8) realizaram teste de FISH para o rearranjo do gene
EWSR1 em 41 casos de neoplaisas com células claras, 15 carcinomas de células
claras de glandulas salivares (13 positivos), 2 carcinomas de células claras
odontogénico (um positivo). Houve positividade pequena para um carcinoma
mioepitelial do osso e um carcinoma mucoepidermoide, sendo que para o restante
das neoplasias os testes foram negativos. Como se sabe o rearranjo do gene EWSR1
€ comum em outras lesbes como sarcoma de Ewing e algumas neoplasias
mioepiteliais. Portanto, apenas a presenca do rearranjo nao € suficiente para fechar o
diagnéstico de carcinoma de células claras de glandulas salivares. A presenca do
gene de fusdo EWSR1-ATF1 no carcinoma de células claras odontogénico ajuda a
reforcar a teoria de que essa leséo é a representante central do carcinoma de células
claras hialinizante.(8)

Lan et al. (29) apresentaram dois casos de lesdes paranasais positivas para o
rearranjo do EWSR1 em FISH e positivos para o gene de fusdo EWSR1-ATF1. Como
os dois casos apresentavam células claras, fechou o diagnéstico como carcinoma de
células claras.(29) Alali et al. (30) mostraram em seu caso que o teste de FISH para o

rearranjo do gene EWSRL1 foi positivo, confirmando o diagndstico. Nos outros trés
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casos revistos na sua literatura pelo autor, dois apresentavam o rearranjo do mesmo
gene e o terceiro nao fez o teste.(30)

Hsieh et al. (31) fazendo o teste de FISH para o rearranjo do gene EWSR1 nos
casos de carcinomas mucoepidermoides, que foram negativos para o rearranjo do
gene MAML2, observaram trés casos positivos para esse rearranjo. Juntando esses
casos com mais 5 casos ja com o diagnostico de carcinoma de células claras de
glandulas salivares, observaram que todos foram positivos para o rearranjo do gene
EWSR1, testaram para o rearranjo do gene ATF1 através de FISH e os oito casos
foram positivos. Sobrepondo as sondas foi ainda possivel observar o gene de fusao
EWSR1-ATF1 em todos os casos, certificando assim se tratar de carcinoma de células
claras de glandula salivar. O autor relata que € possivel haver um sub-diagndstico
dessa lesdo assim como ocorre no carcinoma secretério (andlogo mamario) de
glandula salivar, que recentemente foi inserido na classificacdo da OMS e é facilmente
confundido com carcinoma de células acinares de baixo grau.(31)

Chapman et al. (34) relataram trés casos que inicialmente foram diagnosticados
como carcinoma mucoepidermoide, porém nenhum gene de fusdo testado estava
presente na lesdo. Entdo como a lesédo apresentava células claras e hialinizacéo foi
realizado o teste de FISH para o rearranjo de EWSR1 que foi positivo, ATF1 que foi
negativo e CREM que foi positivo também. No PCR com sequenciamento foi possivel
observar que a fusdo dos genes EWSR1 com CREM, o ATF1 e o CREM fazem parte
da familia do CREB. Sendo assim, o autor acredita que esse seja um novo gene de
fusdo presente no carcinoma de células claras de glandulas salivares ja que o
EWSR1-ATF1 ndo esta presente em 100% dos casos.(34)

Skélova et al. (36) fizeram uma grande revisao sobre os rearranjos dos genes
e genes de fusdo encontrados em algumas neoplasias de glandula salivar,
comecando com o carcinoma secretorio (analogo mamario), uma lesdo descrita ha
pouco tempo e que apresenta o gene de fusdo ETV6-NTK3. O carcinoma de células
claras (hialinizante) que entrou na ultima classificagdo da OMS como ja descrito,
apresenta o gene de fusdo EWSRI1-ATF1l carcinomas mucoepidermoides que
apresentam o gene de fusdo CRTC1-MAML2 tem menor agressividade e maior
sobrevida do paciente; o carcinoma adenoide cistico apresenta o gene de fusdo MYB-
NFIB. Algumas outras lesdes ainda ndo tem um gene especifico para auxilio na
diferenciacdo, porém algumas translocacbes ja foram encontradas, entdo logo

teremos mais definicbes que vao auxiliar ainda mais no diagnéstico.(36)
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O gene de fusdo EWSR1-ATF1 ndo aparece em outras lesfes de glandulas
salivares, porém o rearranjo do gene EWSR1 é visto em outras lesées como
mioepitelioma de tecido mole. A prépria autora também ja observou esse rearranjo em
neoplasias mioepiteliais de células claras, entdo podemos afirmar que apenas a
deteccado desse rearranjo ndo € suficiente para o diagnostico de carcinoma de células
claras hialinizante. E preciso o complemento imuno-histoquimico para a negatividade
de S-100 e SMA, mostrando ser uma neoplasia de origem epitelial e ainda a
positividade de citoqueratinas. A autora relata que a orientacdo atual € de néo
utilizacdo de FISH para o diagnostico dos casos classicos em que ndo ha marcacao
de mucina. Nos casos de duvida ele é de grande ajuda. Ela faz essa afirmacao, pois
ndo h& indicios de que a presenca desse rearranjo esteja diretamente ligada ao
progndéstico da lesdo, como ocorre no caso de carcinoma mucoepidermoide e o
rearranjo de gene MAML2.(36)
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar qualitativamente e quantitativamente os
aspectos histopatolégicos, imuno-histoquimicos e biomoleculares dos casos de
carcinomas de células claras de glandula salivar, diagnosticados no servico de
Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o
Paulo (USP), no periodo entre 1997 e 2018, procurando correlacionar dados clinicos
descritos no pedido de exame anatomopatolégico aos aspectos histopatoldgicos,

imuno-histoquimicos e biomoleculares.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os casos diagnosticados como carcinoma de células claras sem outra
especificacdo, originarios de glandula salivar, foram recuperados dos arquivos do
Servico de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo. O periodo avaliado foi entre os anos de 1997 e 2018.
Foram incluidos no estudo também, alguns casos com diagndstico de carcinoma de
glandula salivar com presenca de células claras, porém sem o diagnostico de
carcinoma de células claras. Todos os dados clinicos dos pacientes (idade, raca,
sexo) foram coletados das fichas de pedido de exame, assim como os dados da leséo
(localizacdo, tempo de evolucdo, e aspectos clinicos). Todos os casos foram
reavaliados as laminas coradas em hematoxilina-eosina (HE), e novos cortes foram
confeccionados quando necessario, e 0s casos com material disponivel foram
submetidos ao PCR. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de S&o Paulo e seu parecer de aprovacao esta no anexo A.

Critérios de inclusdo: Todos os casos diagnosticados como carcinoma de
células claras ou com células claras, porém sem diagnéstico definido, e com origem
de glandula salivar, constantes do arquivo do servico de Patologia cirtrgica da
Faculdade de Odontologia da USP, com os dados completos.

Critérios de excluséo: Outros carcinomas de células claras que n&o de origem

em glandula salivar e casos com dados incompletos.

4.1 Imuno-histoquimica

Para definicdo do perfil imuno-histoquimico foram realizadas rea¢gbes com 0s
seguintes anticorpos, ou reavaliadas reacdes ja existentes: S-100(marca DAKO,
anticorpo Z311), SMA (marca DAKO, anticorpo M0851) e p63 (marca DAKO, anticorpo
M7247), citoqueratina 7 (CK7) (marca Cell Marque, anticorpo M7018) e citoqueratina
14 (CK14) (marca BioGenex, anticorpo MU146-UC). Coloragcbes com PAS-sem

distase foram também realizadas quando nao existentes.
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As reacbes de imuno-histoquimica foram realizadas da seguinte forma:
Obtencdo de cortes de 3um, com micrétomo e colocacdo em laminas de vidro
silanizadas, as mesmas eram desparafinizadas com xilol aguecido a 37°, seguindo-se
da hidratacdo gradativa com alcool até 80%. Apds essa etapa as laminas de vidro
eram colocadas em tampéao adequado (acido citrico com ph 6,0 para CK7, CK14 e
SMA, EDTA para p63, o0 S-100 ndo necessita de tratamento), por 30 minutos a 37°
para recuperacdo antigénica. Entdo as laminas foram resfriadas em agua corrente,
lavadas com &gua destilada e colocadas em solucéo de peréxido de hidrogénio com
diluicdo de 1 para 1 com agua destilada com a finalidade de remover a peroxidase
enddgena tecidual. A seguir as laminas foram lavadas com solucdo de TRIS e
colocadas na maquina Dako autostainer (Dako Colorado, Inc.), para o processamento
automatico da reacdo dos anticorpos com suas respctivas diluicdes (S-100 1:700,
SMA 1:200, CK7 1:500, CK14 1:500, e p63 1:50), tendo um periodo de incubacéo
de 30 minutos e utilizando o sistema Envision (EnVision® Dual Link System-HRP,
DAKO, Carpinteria, CA, USA) como segundo anticorpo. O cromdgeno selecionado
para a revelagéo das reagdes foi a diaminobenzidina (DAB, 3,3 - diaminobenzidina),
de cor castanha, incubado por 10 minutos. Apds a lavagem, os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados em cadeia ascendente de
etanol, diafanizados em xilol e protegidos por laminulas de vidro montadas em sistema
automatizado (Tissue-Tek® Film® Coverslipper). Controles positivos (tecido glandular
normal ou controle interno), e negativos (omissdo do anticorpo primario) foram
incluidos em todas as reacoes.

A coloracéo por PAS foi realizada de forma manual, com a obtencéo de cortes
de 3um, com microtomo e colocacdo em laminas de vidro silanizadas, os cortes
histolégicos foram desparafinizados com xilol aquecido a 37°C e seguiu-se a
hidratacédo gradativa com alcool até 80%. Os cortes histologicos foram colocados em
acido periédico-Schiff por 30 minutos, as laminas de vidro eram lavadas com agua
corrente e apos a lavagem, foram contracorados com hematoxilina de Mayer. Entao
as laminas de vidro foram desidratadas em cadeia ascendente de etanol até 100%, a
diafanizacdo foi feita com xilol e colocagdo de laminulas de vidro montadas em
sistema automatizado (Tissue-Tek® Film® Coverslipper).

Apos as reacdes de imunohistoquimica e coloracéo de PAS, as laminas foram
avaliadas em microscopio por um patologista experiente, através da analise da

distribuicdo da marcacéo foram classificadas em positivas ou néo.
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4.2 PCR em tempo real

A identificacdo do gene de fusdo EWSR1-ATF1 caracteristico dessa neoplasia,
foi realizada por PCR em tempo real e confirmado utilizando-se eletroforese em gel

de agarose a 4%.

4.2.1 Isolamento do RNA

O material para esse teste foi extraido dos blocos incluidos em parafina da
seguinte forma: Com um microtomo foram feitos 10 cortes de 4 ym e colocados em
um tubo de 1,5ml. Desparafinizacéo foi realizada com a colocacao de 1 ml de xilol no
tubo com a amostra, fez-se a agitacdo com a utilizacdo de um vortex e o xilol foi
mantido por dez minutos e os tubos foram centrifugados a 9300rcf por 3 minutos, o
xilol foi retirado com auxilio de uma pipeta de forma cuidadosa, esses processso foi
repetido por mais duas vezes, garantindo a remocao de toda a parafina. Entdo foi
colocado 1 ml de &lcool etilico para remocéo total do solvente, agitados através do
vortex e mantido por dez minutos, os tubos foram centrifugados a 9300rcf por 3
minutos o alcool etilico foi retirado com auxilio de uma pipeta de forma cuidadosa. A
secagem do material foi feita com a incubacéo a 37°C por 5 minutos com tubo aberto.

Foi utilizado o MagMAX FFPE DNA/RNA Ultra Kit (A31881 Applied Biosystems)
para a extracdo do RNA do material desparafinizado seguindo todos os passos
orientados por seu fabricante. Esse sistema utiliza microparticulas chamadas de
Beads que se ligam ao material genético e sdo separadas do sobrenadante através
de imas, e uma estante magnética foi utilizada para esse fim.

Foram acrescentados 210ul de solugcéo de protease aos tubos de 1,5 ml com
material desparafinizado, de modo a cobrir todo o contetudo do tubo para a digestao
da protease, incubados por uma hora a 55°C e mais uma hora a 90°C. ApéGs a
incubacédo o conteudo foi centrifugado a 9300rcf por 3 minutos e o sobrenadante foi
retirado com auxilio de uma pipeta de forma cuidadosa, adicionamos 20ul de nucleid

acid binding beads com a fungéo de auxiliar a separagcdo do RNA, a seguir foram
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adicionados 900ul de solucdo de RNA binding buffer e misturados com o auxilio de
um agitador por 5 minutos, entédo os tubos eram colocados na estante magnética por
2 minutos para estabilizacdo das moléculas ligadas as beads e o sobrenadante foi
retirado com o auxilio de uma pipeta de forma cuidadosa. Foram entdo adicionados
500ul do tampéao de lavagem e misturados com o auxilio de um agitador por 1 minuto,
seguido da colocacdo dos tubos na estante magnética por 2 minutos para
estabilizacdo das moléculas ligadas as beads e o sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se entdo 500pul da solugédo de lavagem 2 aos tubos e misturou-se com
auxilio de um agitador por 1 minuto. Novamente os tubos foram colocados na estante
magnética por 2 minutos para estabilizacdo das moléculas ligadas as beads e o
sobrenadante descartado, os tubos foram entdo mantidos abertos por 5 minutos para
secagem. O préximo passo foi adicionar 100ul de solucdo de DNase aos tubos e
misturar com auxilio de um agitador por 20 minutos e com temperatura de 37°C para
melhor resultado da reacdo. Entdo adicionamos 450ul de RNA rebinding buffer e
misturamos com auxilio do agitador por 5 minutos, em seguida os tubos foram
colocados na estante magnética por 5 minutos para estabilizacdo das moléculas
ligadas as beads e o sobrenadante foi descartado. Finalizando adicionamos 50ul da
solucéo de eluicao, misturados com auxilio de um agitador por 5 minutos. Essa ultima
solucéo faz o RNA se soltar das moléculas magnéticas, entdo quando colocamos 0s
tubos na estante magnética o RNA ficou no sobrenadante. O RNA isolado foi retirado
com auxilio de uma pipeta de forma cuidadosa e colocado em outro tubo de 0,5ml.

Esse RNA foi guardado em freezer a temperatura de -80°C.

4.2.2 Sintese do cDNA

Para sintese do cDNA, 10yl do RNA foram utilizados para a reacdo da
transcricdo reversa, e o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Fisher), seguindo as orientagdes do fabricante. Preparamos primeiro o master mix,
para um volume final de 20ul de cDNA, misturando 2ul de RT buffer, 0,8ul de dNTP
mix, 2ul RT randon primers, 1ul de multscribe reverse transcriptase e 4,2ul de agua
livre de DNA, dando um total de 10ul. Esses 10ul de master mix foram misturados a

10ul de RNA de cada amostra e colocados em um termociclador (Termociclador
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Matercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), e quatro ciclos, 10
minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e uma etapa de

resfriamento a 4°C. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o uso.

4.2.3 PCR em tempo real

Com o cDNA obtido fizemos o PCR em tempo real utilizando o termociclador
7500 Real-Time PCR System (Applied BiosystemsCarlsbad, CA, USA), como
fluoréforo utilizamos o Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e para
amplificagéo do gene de fusdo EWSR1-ATF1 foram utilizados os primers 5’- CAA
GGA TTA AAT GAC AGT GTG ACT C -3 (forward) e 5- CTT TCT GTG AGG AGC
CTA TG -3’ (reverse) obtidos da literatura do artigo de Nakano et al. (25) e sintetizados
pela empresa Integrated DNA Technologies.

Foram misturados 25ul de Master Mix, 0,5ul primer forward, 0,5 pl primer
reverse, 5ul de amostra e 19ul de agua sem DNA em cada tubo de 500 pl. As reagdes
foram realizadas em duplicata, e como controle negativo foi utilizado um tubo com
todos os reagentes exceto o cDNA da amostra. O processo de ciclagem programado
foi a denaturacao inicial de 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacéo
a 95°C por 15 segundos para denaturacéo, e 60°C por 1 minuto para replicacdo. Ao
mesmo tempo em que se ocorre a reacdo um grafico com a curva de melting foi
construido pela maquina. Esse grafico demonstra as dissociacfes do DNA nos ciclos
ocorrem de forma normal ou se ha alguma interferéncia como a formacao de dimeros.
Outro gréfico de plots também é formado mostrando o aumento da quantidade de
amplificac@o do gene testado. Nesse gréafico € possivel observar quais amostras estao
com amplificagé@o e quais ndo, tendo um limite minino chamado de threshold para ser

considerada uma amplificacao verdadeira.
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5. RESULTADOS

Na pesquisa do banco de dados do servigo de Patologia Oral e Maxilofacial da
Faculdade de Odontologia da USP foram encontrados, no periodo analisado (1997-
2018) 68760 casos. Desses, 797 eram neoplasias de glandulas salivares, sendo a
neoplasia mais comum o adenoma pleomoérfico com 293 casos, seguido pelo
carcinoma mucoepidermoide com 120 casos. Para o nosso trabalho foram avaliados
18 casos com o0s seguintes diagnosticos: quatro carcinomas de células claras
hialinizante, nove carcinomas de ceélulas claras, dois adenocarcinomas nao
especificados, um carcinoma de células claras rico em glicogénio, um carcinoma
sugestivo de mucoepidermoide e um caso com diagnostico descritivo de fragmento
de mucosa com células claras sugerindo neoplasia glandular. Em dois casos as
laminas e os blocos da lesdo foram retirados pela paciente e ndo se encontravam no
servigo. Outros dois casos apresentavam as laminas, mas ndo os blocos da leséao
original, ndo sendo possivel fazer as rea¢fes do PCR, porém incluidas aos dados
epidemioldgicos por possuirem as laminas em HE e as marcacdes imuno-
histoquimicas. No entanto, trés desses casos sem o bloco estavam com diagndstico
de carcinoma de células claras e um com diagnéstico de carcinoma de células claras
hialinizante e em seus laudos feitos na época, relatavam positividade para
citoqueratinas (CK7 e CK14). Os outros 14 casos estavam com Seus respectivos
blocos e laminas sendo possivel fazer novas reacdes de imuno-histoquimica quando
necessario e analise do PCR.

Entéo, dos 16 casos com laminas, 13 casos foram positivos para CK7, seis para
CK14, 10 positivos para p63, dois positivos para S100 e um positivo para SMA. O
exame de histoquimica de PAS revelou 14 casos positivos, ndo resistentes a diastase
(tabela 5.1). Com isso, separamos 11 casos com aspectos histolégico e imuno-
histoquimico compativeis com carcinoma de células claras de glandulas salivares, e
entre esses, quatro estavam com diagnostico de carcinoma de células claras
hialinizante, cinco estavam como adenocarcinoma de células claras, um estava como
sugestivo de carcinoma mucoepidermoide e um estava como fragmento de mucosa
contendo células claras sugerindo neoplasia de glandula salivar. Um caso com

diagnostico de carcinoma de células claras ndo se confirmou com imuno-histoquimica
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e foi retirado, e os outros dois casos com diagnostico de carcinoma de células claras
eram metastases de carcinoma renal.

Onze casos com diagnoéstico de carcinoma de células claras de glandulas
salivares. Destes, 81,81% (9 casos) ocorreram em mulheres, 77,77% (7 de 9 casos)
eram da raca branca, a média de idade foi de 56,42 (variando de 34 até 75) anos. A
regido mais acometida foi o palato junto com a mucosa jugal com 36,36% (4 casos
cada um) dos casos. Histologicamente 81,81% dos casos apresentaram septos com
hialinizacdo variando de grandes e largos a estreitos com algumas células. (figura 5.1)
Todos os casos apresentavam células claras poligonais com disposi¢cdo em corddes,
ninhos ou ilhas e por vezes, células com citoplasma eosinofilico também eram
observadas, variando em sua quantidade. Invaséo neural foi observada em seis dos
casos (54,54%), necrose foi observada em dois dos casos (18,18%) e invaséo
linfovascular ndo foi observada. (tabela 5.2) Foram realizados PCR em tempo real nas
14 lesdes em que haviam blocos de parafina disponiveis. No PCR 6 lesdes das 9
(66,66%) classificadas em carcinoma de células claras foram positivas para o gene
EWSR1-ATF1, as outras lesdes que nao foram classificadas como carcinoma de
células claras foram negativas para o gene EWSR1-ATF1, a curva de melting mostra
a normalidade da reacdo e o gréafico de plots mostra a amplificacdo das amostras
(figura 5.2).



Tabela 5.1- Painel imuno-histoquimico das 16 lesGes avaliadas.
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n | Diagnostico anterior Ck7 | CK14 | S100 | SMA | P63 | PAS | PCR | Diagnéstico final

1 | Carcinoma de células | + + - - + Carcinoma de
claras células claras

2 | Carcinoma de células | + + - - + Carcinoma de
claras hialinizante células claras

3 | Fragmento mucosa com | + - - - + + - Carcinoma de
células claras células claras

4 | Adenocarcinoma de | + - - - - + - Adenocarcinoma
células claras

5 | Sugestivo de | + + - - + + - Carcinoma de
mucoepidermoide células claras

6 | Carcinoma de células | + + - - + + - Carcinoma de
claras células claras

7 | Adenocarcinoma néo | + - + - - - - Carcinoma nao
especificado especificado

8 | Adenocarcinoma de | + - - - + + + Carcinoma de
células claras células claras

9 | Carcinoma de células | - - - - - + - Metastase renal
claras rico em glicogénio

10 | Adenocarcinoma de | + + - - + + + Carcinoma de
células claras células claras

11 | Adenocarcinoma + - + + + + - Adenocarcinoma

12 | Carcinoma de células | + - - - + + + Carcinoma de
claras células claras

13 | Carcinoma de células | - + - - + + + Carcinoma de
claras hialinizante células claras

14 | Carcinoma de células | + - - - + + + Carcinoma de
claras hialinizante células claras

15 | Carcinoma de células | - - - - - - - Metastase renal
claras

16 | Carcinoma de células | + - - - + + + Carcinoma de

claras hialinizante

células claras
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Figura 5.1- Aspectos histolégicos em HE a aumento de 10x e 40x mostrando células claras
em estroma hialino, PAS sem diéstase, positividade de CK7, positividade de p63,
negatividade de SMA, S-100 mostrando infiltracdo neural da lesdo, &area de

necrose.
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Tabela 5.2- Dados epidemiolégicos e histoldgicos dos casos de carcinoma de células claras

de glandula salivar

casos | sexo | Idade | raca | localizacdo | hialinizacédo | Invasdo | necrose | Invaséo
neural vascular

1 F 45 - Lingua N N

2 F 49 B Assoalho S N N N

3 M 65 B Palato S N N N

ud F 55 B Palato S S S N

5 F 63 N Mucosa S S N N

6 F 55 - Palato S S N N

7 F 34 A Palato S N N N

8 M 64 B Orofaringe | N N N N

9 F - B Mucosa S S S N

10 F - B Mucosa S S N N

11 F 75 B mucosa S S N N
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Figura 5.2 - PCR em tempo real, a) curva de melting mostrando o perfil de normalidade do
PCR e b) gréfico de plots mostrando as amplificacdes
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6. DISCUSSAO

A maior parte das neoplasias de glandula salivar tem predilecdo pelo sexo
feminino, assim como o carcinoma de células claras. Desde o primeiro relato,
realizado por Chen (1) a prevaléncia pelo sexo feminino ja era notada, mesmo com
poucos trabalhos na época sobre essa neoplasia. Outro dado interessante é a média
de idade entre a quinta e a sexta décadas de vida, também relatada desde aquela
época, e enfatizada por Milchgrub et al. (4) em seu relato de série de casos quando
padronizaram a lesdo, dando a ela o nome de carcinoma de células claras hialinizante.
Esses dados de prevaléncia foram semelhantes aos descritos posteriormente em
varios artigos de séries de casos e nos artigos de revisdo como o de Yang et al. (33).
Estes autores revisaram 155 casos e mostraram média de idade de 57 anos, e maioria
de mulheres. Nosso estudo a exemplo dos outros teve uma maioria de casos em
mulheres, 81,81%, com idade média de 56,42 anos. Outro dado observado é a maior
frequéncia da cor da pele branca em nossos casos, algo que ndo é muito discutido na
literatura. (1, 4, 33)

Quanto a localizacéo, essa neoplasia raramente ocorre em glandulas salivares
maiores, € quase que exclusivo de glandulas salivares menores. A maioria dos
autores de séries de casos relata o palato como a principal localizagdo seguido pela
base de lingua, como observaram Bilodeau et al. (11) na sua série de casos e Solar,
Schmidt e Jordan (17), mostrando que 50% das neoplasias ocorreram nessas regioes.
No entanto, em algumas séries de casos isso ndo € observado, como na de Albergotti
et al. (6) que nao observaram predilecao por regidao. Em nossa série tivemos o palato
e a mucosa jugal com a mesma quantidade de neoplasias, ndo sendo esse segundo
local um dos mais comuns na literatura. Outra observacéo € que nenhum dos nossos
casos foi em glandulas salivares maiores, ja que essa é uma regido pouco comum,
embora a casuistica de nosso servico de Patologia Oral tenha prevaléncia por
neoplaisas de glandulas menores (dados néo publicados) e o carcinoma de células
claras foi 1,38% das les6es de glandulas salivares como ja descrito na literatura. (6,11,
17, 33) Outras regides do trato aerodigestivo também sdo acometidas por essa lesao
como seio paranasal, descrito por Lan et al. (29), Alali et al. (30) e Zhao et al. (32).(29,

30, 32) Em nosso estudo, encontramos um caso em orofaringe como ja observado
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por outros autores.(6, 16, 24, 29, 30, 33) Outra observacéo feita pelos autores € sobre
a apresentacao clinica da neoplasia, que em geral apresenta-se como uma massa
indolor e firme a palpacdo, também observado na maioria dos nossos casos, e que
muitas vezes faz com que o0s pacientes procurem tratamento tardiamente. (5, 6,17,
19, 33)

A recorréncia dessa neoplasia é baixa variando de 12 a 19 % e a metastase
linfonodal também é baixa, ocorrendo em cerca de 5 a 25% dos casos, mostrando ser
uma lesdo de baixa agressividade e com boa resposta a cirurgia. Nas revisées de
casos da literatura observamos poucas mortes relacionadas a essa neoplasia, como
mostrado por Hernandez et al. (8) que relataram uma sobrevida de 5 anos em 89%
dos casos e em 10 anos de 83%. Levando-se em conta apenas as mortes causadas
pela neoplasia, essa porcentagem sobe para 97%.(3, 5, 8, 17, 33) Em nosso trabalho
nao pudemos fazer essa relacéo por falta de dados ja que somos um servi¢co sO de
diagnodstico, porém, temos a informacdo de que em um dos casos houve uma
metéstase linfonodal dois anos apds a exérese da lesao inicial. Em nossa reviséao
observamos que os relatos de recidiva ou metastase da lesdo ocorrem na maioria dos
casos tardiamente, como descrevem Yang et al. (33), com tempo médio de recidiva
de 47,7 meses, e Daniele et al. (3) que relataram 10 casos com recidiva apos 5 anos
e 1 caso apods 24 anos. Com relacdo a metastase a distancia o local mais comum € o
pulméo.(3, 33)

Existe uma controvérsia sobre o quadro histoldgico dessa neoplasia, que é a
presenca da hialinizagdo, como foi descrito por Milchgrub et al. (4).(1, 4) Ellis (15) ja
criticou essa nomenclatura por relatar que ndo era presente em todos 0s casos, e
Bilodeau et al (11) também relataram a presenca de hialinizacdo em apenas 64,7%
dos casos, ressaltando que por vezes havia apenas um fino cordao fibro-celular.(11,
15) J4 Daniele et al. (3) e Hernandez et al. (8) consideraram que tudo era uma grande
variacao da hialinizagéo, tendo desde pequenos septos fibrosos até grandes bandas
esclerdticas de material hialino. A hialinizacdo estava bem clara em 81,81% dos
Nossos casos. I1sso pode estar relacionado também a quantidade de material que foi
enviado para analise, produto geralmente de bidpsias incisionais, como 0 caso que
estava com diagndstico descritivo por se tratar de um tecido muito escasso. (3, 8)

A presenca de células claras poligonais dispostas em corddes, ninhos e ilhas,
com a presencga variada de células eosinofilicas ao redor é a principal caracteristica

da neoplasia, sendo um consenso para todos o0s autores pesquisados; ja a infiltracdo
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neural foi o0 achado mais encontrado na lesao variando de 33,33 até 47% seguido da
necrose com 6,66 até 18,75% (sabendo que se trata de diagndsticos de biopsias
incisionais, podento entéo, esses dados estarem subestimados) . Mitoses eram raras
e invasao linfovascular também. Nossa foi concordante com a literatura, em que
54,54% apresentaram invasao neural e em 18,18% havia presenca de necrose, porém
vale ressaltar que se tratam de biopsias incisionais em sua maioria. Apesar de muito
presente a invasdo neural ndo tem nenhuma ligacdo com o progndéstico dessa
neoplaisa. Todos os casos foram positivos para histoquimica de PAS mostrando ser
uma lesdo rica em glicogénio e justificando o porqué desta neoplasia ja ter sido
chamado de carcinoma de células claras rico em glicogénio. (1, 6, 9, 11, 12, 17, 19,
33)

Como existem neoplasias de diversas origens que apresentam células claras
existe a necessidade de se fazer um diagnostico correto, jA que o comportamento
bioldgico é diferente entre elas. Entre as lesdes que se originam em glandula salivar,
podem apresentar células claras, o carcinoma mucoepidermoide, o0 carcinoma
epitelial-mioepitelial, mioepitelioma, carcinoma mioepitelial, carcinoma de células
acinares, entre outras. De origem nao glandula salivar a metastase do carcinoma renal
de células claras pode ocorrer inclusive préxima a glandula parotida, como foi em um
dos casos que tivemos no nosso trabalho. Os carcinomas odontogénicos ricos em
células claras também podem confundir o diagnéstico. No entanto, com a utilizacédo
de painéis imuno-histoquimicos é possivel se fazer esse diagnéstico diferencial com
seguranca. Em nosso painel imuno-histoquimico todas as lesdes de carcinoma de
células claras de glandula salivar foram negativos para S-100 e SMA, como ja é
relatado na literatura, mostrando nédo se tratar de lesées com células mioepiteliais. J&
0s marcadores de citoqueratina 7 foi positivo na maioria das lesbes e quando ela foi
negativa a citoqueratina 14 foi positiva, mostrando serem células epiteliais, p63 foi
positivo em todos as nossas neoplasias de células claras também mostrando a origem
epitelial, e em especial para citoqueratina 7 que demonstra origem em epitélio ductal.
Estes achados auxiliam para diferencia-lo do carcinoma epitelial-mioepitelial,
carcinoma mioepitelial de células claras ou mioepitelioma. A presenca de mucina nos
carcinomas mucoepidermoides geralmente € suficiente para diferencid-lo de
carcinoma de células claras que é PAS-diastase negativo, bem como do carcinoma
de células acinares com predominio de células claras. Quando ha mucina nos

carcinomas de células claras, é de maneira focal. (4, 9, 11, 12, 17, 19, 33)
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Outro recurso reconhecido recentemente para ajudar no diagnostico dessa
neoplasia, sdo os testes moleculares de FISH e PCR. No primeiro observa-se o
rearranjo dos genes ou gene de fusdo e no segundo apenas o gene de fusdo. Por
exemplo, ja foi descrito que no carcinoma mucoepidermoide o rearranjo do gene
MAML?2 é o mais comum e esta relacionado a um melhor progndstico dessa lesdo. O
gene de fusdo EWSR1-ATF1 que esta presente no carcinoma de células claras foi
descoberto por Antonescu et al. (10), sendo que para isso eles fizeram o teste de FISH
para o rearranjo dos genes EWSR1 e ATF1 encontrando-os em mais de 80% dos
carcinomas de células claras, além de fazerem a contra prova com PCR em duas
lesdes que eram mais recentes, caracterizando o gene de fusdo EWSR1-ATF1. Esse
gene de fusdo ndo é exclusivo dessa neoplasia, pois, ele também estéd presente em
histiocitoma angio-fibroso, neoplasia mioepitelial do tecido mole, carcinoma de células
claras pulmonar e carcinoma odontogénico de células claras, porém, nenhuma dessas
lesdes origina-se de glandula salivar.(8, 10, 13, 27)

Bilodeau et al. (20) fizeram o0 mesmo experimento com carcinoma de células
claras de glandula salivar e carcinoma odontogénico de células claras, ja que as duas
lesbes sdo iguais em seu quadro histologico e no perfil imuno-histoquimico.,
Observaram também a presenca de gene de fusdo EWSR1-ATF1 em mais de 90%
dos carcinomas odontogénicos de células claras, o que justifica ainda o
guestionamento de alguns autores se essa lesdo ndo seria um carcinoma de células
claras central.(20) Entretanto, foi observado por Kujiraoka et al. (35), através de
cultura de células do carcinoma de células claras de origem odontogénica e por
Bilodeau et al. (11), que o carcinoma odontogénico de células claras tem células com
nacleos dispostos em palicada na sua periferia, o que fala a favor da origem
odontogénica.(11, 35) Acredita-se que outros genes de fusdo possam estar presentes
no carcinoma de células claras como relatado por Chapman et. al (34) que mostraram
a presenca do EWSR1-CREW em trés neoplasias diagnosticadas como carcinoma de
células claras, porém mais estudos precisam ser realizados.(34)

Desde a descoberta desse gene muitos autores tem realizado o teste de FISH
para o rearranjo do gene EWSRL1 para ajudar no diagndéstico, por ser um teste simples
de se realizar e de ndo depender tanto do tempo em que o material foi armazenado.
Como desvantagem, esse teste tem um custo mais elevado. Hsieh et al. (31) relatou
gue 3 neoplasias com diagnéstico inicial de carcinoma mucoepidermoide foram

reclassificados para carcinoma de células claras apés o teste de FISH ser positivo
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para o rearranjo do gene EWSRL1. Essa reclassificacdo leva em conta também os
aspectos histolégico e imuno-histoquimico. Em nossos casos tivemos também uma
reclassificacdo revisando o0s aspectos histolégico e imuno-histoquimico, sem a
necessidade do teste molecular, ja que esse oncogene € muito comum em outras
lesbes e foi encontrado em outras neoplasias de glandula como carcinoma
mucoepidermoide e carcinoma epitelial-mioepitelial. Entdo, apenas o teste de FISH
para esse rearranjo de EWSR1 néo pode ser considerado definitivo para o diagndstico
dessa lesao, devendo ser realizado em conjunto o teste de FISH para o gene ATF1
ou o perfil imuno-histoquimico que deve ser caracteristico para esse diagnostico. (26,
31)

Outra possibilidade é se fazer o PCR para se detectar o gene de fusdo EWSR1-
ATF1, que, apesar de nao ter sido utilizado na maioria dos trabalhos e, quando
utilizado foi para pequeno nimero de casos, 2 ou 3, mas € uma reacao de menor
custo. No entanto, para material parafinado e com algum tempo de armazenamento
nao se sabe se o teste se apresenta fiel. Em nosso trabalho buscamos avaliar, por
PCR a possivel deteccédo do gene EWSR1-ATF1 em tecido incluido em parafina, em
tempos superiores a 10 anos. Os testes de PCR em tempo real mostraram que
66,66% dos nossos casos de carcinoma de células claras apresentam o gene de fusao
EWSR1-ATF1, isso se assemelha com o descrito na literatura que a maioria dos
carcinomas de células claras apresentam esse gene, porém nao chega a 100%. Esses
casos eram 0sS mais recentes, comprovando a dificuldade do teste em tecidos
incluidos em parafina por longos periodos.(17, 25) Por isso, mais recentemente alguns
autores comecam a recomendar que o diagndéstico deve ser feito apenas com 0s
exames histolégico e imuno-histoquimico e que os testes moleculares devem ser

feitos apenas quando se tem alguma davida do diagnéstico. (10, 28, 36)
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7. CONCLUSAO (em tépicos)

e Carcinoma de células claras é mais prevalente em mulheres com idade entre
50 e 60 anos, em glandulas salivares menores e com predilecéo pelo palato,
na nossa amostra.

e Os aspectos histologicos associados a expressdo imuno-histoquimica
especialmente da citoqueratina 7 e p63, associados a negatividade para S100
e actina de musculo liso, na maioria dos casos podem ser considerados
suficientes para se fechar esse diagndéstico, por se tratar de uma lesdo com um
s6 tipo celular.

¢ A hialinizacdo nem sempre esta presente na lesdo e a invasao neural é muito
comum para o carcinoma de células claras.

e Os testes moleculares podem auxiliar o diagnostico, entretanto o aspecto
imuno-histoquimico ndo podem ser ignorados, ja que 0 gene ndo esta presente
em 100% dos casos. Em nosso estudo o resultado do PCR para o gene
EWSR1-ATF1 foi positivo em 66,66% dos casos.

e Os aspectos clinicos e radiograficos sdo essenciais para o diagnostico ja que

nao se diferencia morfologicamente o COCC do CCC
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