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RESUMO

Castro CV. Estudo de receptores de tirosina quinase em cordomas. Sao
Paulo; 2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente]

Cordomas sao neoplasias raras que se desenvolvem a partir de
remanescentes da notocorda. Acometem o0 esqueleto axial,
preferencialmente as regides sacrais e clivais. O tratamento de escolha é a
cirurgia, porém muitos pacientes apresentam recidivas devido a dificuldade
cirurgica na excisdo total do tumor. Analises moleculares tém demonstrado
que receptores de tirosina quinase, como receptores alfa e beta dos fatores
de crescimento derivados das plaquetas (PDGFR,a e ), receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), MET, c-KIT e HER2 estdo alterados nos
cordomas. Neste estudo, analisamos 58 amostras provenientes de 38
pacientes com cordomas primarios e recidivados, e demonstramos que 0s
cordomas ocorrem em ambos os sexos com média de idade de 45 anos. Os
cordomas estudados localizaram-se preferencialmente na regido
sacrococcigea, sendo a cirurgia o principal tratamento. Recidivas foram
frequentes, mas metastases foram raras. Cordomas convencionais com a
presenca de matriz mixdide e pleomorfismo celular foram os mais
encontrados. Através de imunoistoquimica demonstramos que as proteinas
PDGFR-a e B, c-MET e AKT fosforilada encontraram-se frequentemente
expressas em cordomas. As proteinas HER-2 e EGFR encontraram-se
pouco expressas. Para a realizagdo do FISH, analisamos 11 amostras com
escore 2 na imunoistoquimica para HER2 e 13 amostras com escore 2 e 3
na imunoistoquimica para EGFR. Foram encontrados 2 casos com
polissomias do cromossomo 7, porém nao detectamos alteragdes génicas de
HER-2 ou EGFR. A proteina pAKT esteve mais frequentemente expressa
em cordomas primarios, e PDGFR-a, em cordomas recidivados.
Aparentemente a expressdo de pAKT esta diretamente associada a piores
taxas de sobrevida em 5 anos dos pacientes com cordomas nas analises

univariadas.



SUMMARY

Castro CV. [Study of receptors tyrosine kinase in chordomas]. Sao

Paulo; 2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente]

Chordoma are rare neoplasms arising from notochordal remmants. The most
common sites are the skull base and the sacrococcygeal region. The
treatment of choice is surgery, although many patients present recurrence
due the difficulty of total excision of the tumor. Molecular analysis have
shown that receptors tyrosine kinase as Plateled-derived Growth Factor
Receptor-a and B (PDGFR-a and B), Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), MET, c-KIT and HER2 are altered in chordomas. In this study, we
analysed 58 primary and recurrent chordoma samples from 38 patients, and
demonstrated that chordomas occur in both sexes with an average age of 45
years. They preferentially located in the sacrococcigeal region, and the
surgery was the treatment of choice. Recurrence was frequently but
metastasis was rare. Conventional chordomas with myxoid stroma and
cellular pleomorphism were the most common. Through
immunohistochemistry we demonstrated that PDGFR-a and B, c-MET and
phosphorylated AKT were often expressed in chordomas. HER-2 and EGFR
proteins were little expressed. To perform FISH, we analysed 11 samples
with score 2 in immunohistochemistry for HER2 and 13 samples with scores
2 and 3 in immunohistochemistry for EGFR. Two chromosome 7 polysomes
were found by FISH, but genetic alterations of HER2 or EGFR was not
detected. pAKT protein was more frequently expressed in chordomas, and
PDGFR-qa, in recurrent chordomas. Apparently the expression of pAKT is
directly associated with poorer survival rates at 5 years of patients with

chordomas in univariate analysis.
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1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Cordomas sdo neoplasias raras, possuem uma incidéncia de
aproximadamente 0,1/100.000 habitantes por ano e representam cerca de 1
a 4% dos tumores Osseos. S&do tumores derivados de remanescentes da
notocorda (MIRRA et al. 2002; CASALI et al. 2004; BHADRA e CASEY
2006; BISCEGLIA et al. 2007; YANG H et al. 2009; YANG XR et al. 2009;
FERRARESI et al. 2010; UNNI e INWARDS 2010; WALTER et al. 2011).

Acometem o esqueleto axial, preferencialmente as regides sacrais e
clivais. Sado tumores de crescimento lento e pouco delimitados quando
acometem os 0sso0s, mas geralmente apresentam uma pseudo-capsula
quando presentes em partes moles. Acometem pacientes entre 40-80 anos,
sendo mais comuns em adultos apos os 60 anos, e, eventualmente, podem
acometer criancas e adolescentes, principalmente na regido do cranio. E
mais frequentemente encontrado em individuos do sexo masculino (2:1)
(HEFFELFINGER et al. 1973; BURGER e SCHEITHAUER 1994; MIRRA et
al. 2002; BHADRA e CASEY 2006; BISCEGLIA et al. 2007; CASALI et al.
2007; CHUGH et al. 2007; MURO et al. 2007; YANG H et al. 2009;
HORBINSKI et al. 2010).

O prognéstico relacionado aos cordomas € dependente

principalmente do tamanho e da localizagdo das lesbes. Os cordomas



acometem o sacro em 50-60% dos casos; a base do cranio entre 25-35%; a
regido cervical em 10% e a regiao lombar em 5% dos casos (MIRRA et al.
2002; CASALI et al. 2004; BRANDAL et al. 2005; UNNI et al. 2005; BHADRA
e CASEY 2006; BISCEGLIA et al. 2007; CHUGH et al. 2007; FERRARESI et
al. 2010; UNNI e INWARDS 2010).

Esta neoplasia é caracteristicamente uma massa de crescimento
lento, ndo produzindo sintomas especificos por meses ou anos, dificultando
assim o diagnéstico inicial desta doenga (MIRRA et al. 2002; HORBINSKI et
al. 2010). Na maioria dos casos, o principal sintoma é a dor, seguido pelos
déficits neurolégicos, que tendem a ser variados de acordo com o tamanho e
a localizagao da lesdo (CASALI et al. 2004; CHUGH et al. 2007).

Na regido sacrococcigea, o sintoma mais frequente é a dor na parte
inferior da coluna vertebral. Geralmente, os sintomas de compressao podem
levar a constipacdo, € nos casos mais graves, a obstrucdo intestinal. A
grande maioria dos casos se estende para a regido pré-sacral, podendo
afetar o reto e a bexiga. O exame de toque retal detecta facilmente o tumor.
Quando o tumor afeta a bexiga, pode ocorrer alteragédo urinaria. Disfungdes
neurais, como anestesia, sdo incomuns, pois estas manifestacbes sao
tardias (MIRRA et al. 2002; UNNI et al. 2005; YANG H et al. 2009; UNNI e
INWARDS 2010).

As neoplasias localizadas na regidao esfeno-occipital séao
frequentemente associadas a cefaléia crénica, e os sintomas levam a
compressao dos pares de nervos cranianos. O envolvimento do nervo ocular

€ muito frequente, resultando em diplopia. A compressao e destruicao da



glandula pituitaria causam disturbios enddécrinos. No caso de infiltragdo da
fossa nasal, pode ocorrer obstrugédo nasal inferior e sangramento. Pacientes
com cordomas acometendo esta area sdo geralmente uma década mais
jovens que os pacientes com cordomas de coluna vertebral ou do sacro
(MIRRA et al. 2002; UNNI et al. 2005; WEINBERGER et al. 2005; UNNI e
INWARDS 2010).

Cordomas localizados em vértebras cervicais, toracicas e lombares
geralmente produzem sintomas relacionados com as raizes nervosas e
compressdo da medula espinhal. A maioria dos pacientes apresenta
sintomas neurolégicos: dor progressiva, edema, déficit motor (MIRRA et al.
2002; BISCEGLIA et al. 2007; UNNI e INWARDS 2010).

Apesar do crescimento caracteristico, esta neoplasia possui um
importante crescimento expansivo, causando destruicdo 6ssea do sitio de
origem, seguida de infiltracdo e invasao de estruturas locais (MURO et al.
2007; LONGONI et al. 2008).

Embora raras, os cordomas podem dar origem a metastases. Os
principais sitios sdo pulmdes, osso, figado, tecidos moles, linfonodos e pele
(CASALI et al. 2007; CHUGH et al. 2007; FERRARESI et al. 2010).
Entretanto, o maior problema da doenca é a recorréncia local envolvendo
estruturas vitais (McPHERSON et al. 2006; CASALI et al. 2007; FASIG et al.
2008). Epidemiologicamente, a média de sobrevida dos pacientes com
cordomas tem sido estimada em aproximadamente 6 anos, com uma média
de sobrevida de 70% em 5 anos, e 40% para 10 anos (BARATTI et al. 2003;

CASALI et al. 2004).



1.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Os cordomas sao histologicamente caracterizados pela presenca de
células fisaliferas, que séo células claras vacuolizadas, positivas para S100
e citoceratinas. S&o divididos em 3 subtipos histolégicos: convencional,
condroide e desdiferenciado (PENA et al. 1970; MIRRA et al. 2002;
BARATTI et al. 2003; CASALI et al. 2004; BRANDAL et al. 2005; UNNI et al.
2005; TAMBORINI et al. 2006; BISCEGLIA et al. 2007; CHUGH et al. 2007;
FERRARESI et al. 2010).

Os cordomas convencionais ou classicos caracteristicamente
apresentam crescimento de padrdo lobular. As células tumorais sao
separadas por bandas fibrosas e dispostas em arranjos foliaceos, ou
isoladas em meio a estroma mixdide. Apresentam vacuolos palidos no
citoplasma e, discreta ou moderada atipia nuclear. Mitoses nao séao
frequentes. Entretanto, outras caracteristicas histolégicas menos comuns
podem ser encontradas, como a presenca de areas mais celulares
constituidas por células fusiformes, células em anéis de sinete, células com
citoplasma amplo eosinofilico e/ou epitelidide sugerindo caracteristicas
hepatoides. Podem ser vistas ainda areas com moderado pleomorfismo
celular e escassa matriz mixéide (BISCEGLIA et al. 2007).

Os cordomas condroides apresentam as mesmas caracteristicas
histopatolégicas dos cordomas convencionais, porém exibem areas com
matriz mixdide densa que se assemelham a cartilagem hialina, por vezes

com metaplasia cartilaginosa verdadeira. E encontrado quase que



exclusivamente na regido da base do cranio, e sdo muito raros na regido da
coluna vertebral e do sacro (MEIS et al. 1987; WOJNO et al. 1992; BURGER
e SCHEITHAUER 1994; CASALI et al. 2004, 2007; UNNI et al. 2005;
BISCEGLIA et al. 2007).

Os cordomas desdiferenciados ou sarcomatosos caracterizam-se pela
presenca de areas de transformacdo sarcomatosa em um cordoma
convencional ou condréide. Estas areas de transformacgdao apresentam
caracteristicas histolégicas de um sarcoma de alto grau com presencga de
células fusiformes atipicas, e acometem menos de 5% dos pacientes. A
maioria dos cordomas desdiferenciados se desenvolve na regido do sacro,
embora alguns casos tenham sido descritos envolvendo a regidao da base do
cranio (BURGER e SCHEITHAUER 1994; CASALI et al. 2004; 2007; UNNI

et al. 2005; BISCEGLIA et al. 2007).



1.3 TRATAMENTO

O principal tratamento dos cordomas é a cirurgia (MIRRA et al. 2002;
BHADRA e CASEY 2006; CASALI et al. 2007; CHUGH et al. 2007; FASIG et
al. 2008; YANG H et al. 2009; FERRARESI et al. 2010). Porém, devido a
localizag&o peculiar, proxima de estruturas vitais, o tratamento cirargico tem
se mostrado ineficaz. O tipo de ressecc¢ao (total ou parcial) esta diretamente
associado ao prognostico dos pacientes. A taxa de recorréncia do tumor nos
casos de ressec¢ao marginal é em torno de 70%. Portanto, as taxas de cura
cirurgica destas neoplasias ainda séo baixas (BARATTI et al. 2003; CASALI
et al. 2004; 2007; BRANDAL et al. 2005; FERRARESI et al. 2010;
HORBINSKI et al. 2010; WALTER et al. 2011).

Em relagdo ao prognostico dos pacientes operados, a expectativa de
vida em 10 anos para lesdes de localizagdo sacral é em torno de 50%, e
para tumores de regides da base do cranio em cerca de 30%. Esses
pacientes geralmente sdo submetidos a cirurgias consecutivas durante o
curso da doenga (CASALI et al. 2007). A média de sobrevida dos pacientes
com metastases tem sido reportada em torno de 12 meses (CASALI et al.
2004).

O tratamento radioterapico tem sido indicado nos tumores
irressecaveis ou com localizagbes de dificil acesso cirurgico. Os cordomas
s&do considerados tumores radiorresistentes, e ainda ha controvérsias em
relacdo a quantidade exata de energia que deve ser utilizada no tratamento

(McPHERSON et al. 2006; CASALI et al. 2007; CHUGH et al. 2007;



FERRARESI et al. 2010; WALTER et al. 2011). Entretanto, a radioterapia
adjuvante é para muitos autores o melhor tratamento para a sobrevida a
longo prazo (FORSYTH et al. 1993; HUG e SLATER 2000; CASALI et al.
2007; FASIG et al. 2008). Além disso, este tratamento tem oferecido
beneficios temporarios no controle local da doenga (CASALI et al. 2007;
CHUGH et al. 2007; FERRARESI et al. 2010).

Os cordomas ndo sao sensiveis a quimioterapia. Este tipo de
tratamento tem sido utilizado somente em pacientes com tumores
desdiferenciados, que representam menos de 5% de todos os cordomas
(FLEMING et al. 1993; CASALI et al. 2004; MCPHERSON et al. 2006;

CHUGH et al. 2007; WALTER et al. 2011).

1.4 ALTERAGOES MOLECULARES

Os fatores etioldégicos associados aos cordomas ainda sao
desconhecidos e pouco se sabe a respeito da biologia molecular associada
a esses tumores (CROCKARD et al. 2001; BRANDAL et al. 2005;
WEINBERGER et al. 2005; TAMBORINI et al. 2006; MITELMAN et al. 2010).
Varios estudos genéticos sobre cordomas tém sido realizados, incluindo
analises cromossOmicas, instabilidade de microssatélites, perdas de
heterozigosidade e estudos de clonagem (KELLEY et al. 2001; CHUGH et al.
2007). Entretanto, estes estudos mostram resultados imprecisos e
conflitantes (KERR et al. 1975; DALPRA et al. 1999; MIOZZO et al. 2000;

KELLEY et al. 2001; WEINBERGER et al. 2005).



Estudos sobre identificagdo de marcadores moleculares que tenham
importancia prognostica em cordomas tem sido alvo de interesse de varios
pesquisadores nos ultimos anos (HORBINSKI et al. 2010; TAMBORINI et al.
2010).

Alguns estudos anteriores demonstraram que receptores de tirosina
quinase (RTKs; do inglés, Receptor Tyrosine Kinases) como os receptores
alfa e beta dos fatores de crescimento derivado das plaquetas (PDGFR, alfa
e beta; do inglés, Plateled-derived Growth Factor Receptor-a e Plateled-
derived Growth Factor Receptor-f8), receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR, do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor), e c-MET
estdo frequentemente expressos e ativados nos cordomas (CASALI et al.
2004; BURGER et al. 2005; TAMBORINI et al. 2006; DOBASHI et al. 2007;
CHUGH et al. 2007; FASIG et al. 2008; NAKA et al. 2008, 2009;
FERRARESI et al. 2010; HORBINSKI et al. 2010; TAMBORINI et al. 2010;
WALTER et al. 2011). A relagao desses receptores com desenvolvimento e
progressao desta neoplasia vem sendo descrita por alguns autores (CASALI
et al. 2004; BURGER et al. 2005; WEINBERGER et al. 2005; TAMBORINI et
al. 2006; CHUGH et al. 2007; DOBASHI et al. 2007; FASIG et al. 2008;
LONGONI et al. 2008; NAKA et al. 2008; SINGHAL et al. 2009; FERRARESI
et al. 2010; HORBINSKI et al. 2010; TAMBORINI et al. 2010). A presencga de
mutacao de gene c-KIT também tem sido demonstrada em varios cordomas
(CASALI et al. 2004; TAMBORINI et al. 2006; FERRARESI et al. 2010;

TAMBORINI et al. 2010).
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Receptores de tirosina quinase sao proteinas transmembranas, que
possuem um dominio externo ao qual o fator de crescimento se liga, e um
dominio citoplasmatico capaz de ativar a cascata de sinalizacdo intracelular,
promovendo a proliferagao celular, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose.
Esquema representativo pode ser visto na Figura 1. Alteragcbes estruturais
ou aumento da producdao desses receptores tém sido identificados em
alguns tumores, resultando na ativagdo da proliferagao celular, mesmo na
auséncia de estimulo extracelular, e a transformagdo maligna
(SNITCOVSKY e BRENTANI 2003; BURGER et al. 2005; LAGONIGRO et

al. 20086).

Fonte: Modificado de http://www.cellsignal.com/pathways/tyrosine.jsp

Figura 1 - Esquema representativo da localizagdo celular do receptor de

Tirosina Quinase

Os receptores de tirosina quinase tém sido alvos de estudo devido a
duas principais razdes: mais de 50% de receptores de tirosina quinase estao
mutados ou alterados estruturalmente em neoplasias e, inibidores dos
receptores de tirosina quinase vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
bloquear a atividade das proteinas quinases desreguladas, retardando

assim, a progressao do tumor (LAGONIGRO et al. 2006).
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A via PI3K/AKT tem sido extensivamente estudada pelos
pesquisadores em busca de novas drogas capazes de inativar esta via ou os
genes associados. Sabe-se que a presenca dos receptores de tirosina
quinase ativados em cordomas, leva a ativagcao de transdutores secundarios
pertencentes a via MAPK ou PI3K/AKT, que juntos irdo ativar o m-TOR,
promovendo o crescimento e a proliferagao celular (TAMBORINI et al. 2010).

Esta via de sinalizacao esta representada na Figura 2.

Cytoskeletal rearrangement Translation

Growth
Transformation l —
Cell cycle
Cell-cycle arrast Glucose metabalism
Apoptosis
OMA repair

Fonte: Modificado de FASOLO e SESSA 2008

Figura 2 - Esquema representativo da via de sinalizagado de PISK/AKT
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1.4.1 PDFGR, alfa e beta e c-KIT

O receptor de tirosina quinase c-KIT é uma oncoproteina cujo
principal ligante é o fator de células-tronco (SCF, do inglés, stem cell factor)
ou ligante de KIT. Esta oncoproteina € o alvo primario do Imatinib® no
tratamento de tumores estromais gastrointestinais (BURGER et al. 2005).

O PDGF é um mitbgeno potente para as células mesenquimais. E
produzido principalmente por megacariécitos, os quais se tornam
multinucleados e incapazes de proliferar durante a diferenciagao. A liberagao
paracrina de PDGF é limitada e a linhagem de células produtoras é
destruida, impedindo uma producgédo excessiva de PDGF (SNITCOVSKY e
BRENTANI 2003).

Segundo TAMBORINI et al. (2010), a ativagdao de PDGFR se da pelo
ciclo autécrino, embora os autores tenham observado alguns casos de
pacientes com amplificagdo génica sugerindo que outros mecanismos
possam ser responsaveis pela desregulacdo de PDGFR beta em cordomas.
Em relacdo ao PDGFR alfa, os mesmos autores sugeriram que este deve
ser ativado pelos ciclos autécrinos e paracrinos.

A utilizacido do Imatinib®, como inibidor de PDGFR beta e c-KIT, tem
sua eficacia comprovada em tratamentos de outros tumores como: leucemia
mieldide crénica (LMC, do inglés, Leukemia Myeloid Chronic) e tumores
estromais gastrointestinais (GIST, do inglés, Gastrointestinal Stromal
Tumor). Em células in vitro de dermatofibrossarcoma protuberans, a
atividade inibitéria de Imanitib® na ativacdo de PDGFR beta também ja foi

comprovada (DRUKER et al. 2001; JOENSUU et al. 2001; DEMETRI et al.



13

2002; VAN OOSTEROM et al. 2002; CASALI et al. 2004; BURGER et al.
2005).

O tratamento com inibidor das tirosinas quinases, PDGFR alfa e beta
e c-KIT, em cordomas tem sido sugerido por alguns pesquisadores como um
tipo de tratamento opcional, obtendo melhoras clinicas, radioldgicas e na
qualidade de vida dos pacientes (CASALI et al. 2004; TAMBORINI et al.
2006; LONGONI et al. 2008; SINGHAL et al. 2009; FERRARESI et al. 2010).

TAMBORINI et al. (2006) analisaram a expressao de PDGFR alfa e
beta e c-KIT em 31 pacientes com cordomas convencionais € demonstraram
que PDGFR alfa e beta e ¢c-KIT aparentemente estdo ativados e fosforilados
em todos os cordomas, mesmo com diferentes niveis de expressdo. CASALI
et al. (2004) analisaram a utilizagdo de Imatinib® em 6 pacientes com
cordoma, mostrando sucesso parcial no tratamento, pois observaram
melhoras clinicas, entretanto ndo houve controle do crescimento do tumor
em todos os casos tratados. FERRARESI et al. (2010) demonstraram os
beneficios deste tratamento em cordomas irressecaveis ou metastaticos.

As expressodes imunoistoquimicas de c-KIT e PDGFR em cordomas
estdo geralmente presentes, porém o uso de Imatinib® nestes tumores tem
sido ineficiente e aparentemente esta associado a presenca ou nao de

mutacgdes desses genes (BURGER et al. 2005).
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1.4.2 EGFR e HER2
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Fonte: Modificado de http://www.cellsignal.com/pathways/tyrosine.jsp
Figura 3 — Esquema representativo da localizagdo celular do ErbB/HER
(EGFR e HER2).

O receptor do fator de crescimento epidérmico, EGFR (ErbB), € um
membro protétipo da familia de EGFR, que inclui o HER2 (Figura 3). E
sabido que essas proteinas possuem atividade oncogénica em varias
neoplasias, inclusive em cordomas (HORBINSKI et al. 2010). Os inibidores
de tirosina quinase, como Gefitinib® e Erlotinib®, bloqueiam seletivamente a
estimulacdo do crescimento de EGFR e HER2. Essas pequenas moléculas
previnem a ligagdo de ATP com a regido de ligagdo do dominio tirosina
quinase de EGFR, inibindo a fosforilagdo da tirosina e eventos de
sinalizacdo implicados na progressdo do ciclo celular, apoptose,
angiogénese e metastase (WEINBERGER et al. 2005; DANIELE et al. 2007,
HORBINSKI et al. 2010).

O oncogene EGFR é um dos principais alvos de estudos baseados no

aumento de sua expressdo em uma ampla variedade de tumores solidos

(DOBASHI et al. 2007).
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Os inibidores de EGFR e HER2 (Gefinitib e Erlotinib) tém sido
utilizados no tratamento de diversos tumores solidos, como os carcinomas
de mama, pulmao e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
(WEINBERGER et al. 2005; DOBASHI et al. 2007). Anticorpos monoclonais
como Cetuximab e Panitumumab tém sido utilizados no tratamento de
carcinoma de célon e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
(DOBASHI et al. 2007). Segundo DANIELE et al. (2007), em carcinoma nao
pequenas ceélulas do pulmdo, a analise da mutacdo de EGFR €& um
excelente preditor na resposta ao tratamento com inibidores de tirosina
quinase.

Recentemente alguns autores relataram o beneficio da terapia com os
inibidores de EGFR, Gefitinib e Cetuximab, em cordomas. HOF et al. (2006)
relataram a eficacia do tratamento de um paciente com cordoma recorrente
com o uso da combinacdo dos dois inibidores. LINDEN et al. (2008)
reportaram a regressao de um cordoma cervical em um paciente tratado
com as mesmas drogas.

O tratamento com outro inibidor de EGFR, o Erlotinib, também foi
sugerido por SINGHAL et al. (2009) que relataram o caso em um paciente
que foi inicialmente tratado com Imatinib e ndo obteve resposta, no entanto,
quando o paciente foi submetido ao tratamento com Erlotinib, houve uma
reducgao significativa de todos os implantes tumorais.

Além disso, WALTER et al. (2011) relataram que pacientes com
cordoma frequentemente expressam EGFR e outros receptores de tirosina

quinase, sendo estes apontados como possiveis alvos terapéuticos.
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1.4.3 c-MET

A oncoproteina c-MET pertence a familia de receptores de tirosina
quinase e consiste em uma cadeia extracelular (alfa) e uma transmembrana
(beta). A cadeia beta contém o dominio tirosina quinase e o sitio para
fosforilagao da tirosina (OSTROUMOV e HUNTER 2008).

O receptor de tirosina quinase ¢c-MET é principalmente expresso em
células epiteliais e possui uma alta afinidade com o fator de crescimento
hepatico (HGF/SF) atuando tanto no desenvolvimento normal quanto no
crescimento de tumores e metastases. A alteracio de sinalizacdo de HGF/c-
MET em cordomas representa um papel importante no potencial maligno
desta neoplasia, especialmente em recorréncias, e pior prognostico
(OSTROUMOYV e HUNTER 2008). Esta alteragéo no papel de c-MET sugere
que a oncoproteina tenha papéis variaveis de acordo com o estagio clinico
da doenga (FORSYTH et al. 1993; FURUKAWA et al. 1995; RUCO et al.
1996; TERADA et al. 1998; HUG e SLATER 2000; AISHIMA et al. 2002;
OSTROUMOYV e HUNTER 2008; NAKA et al. 2008, 2009).

Alguns estudos relataram que a sinalizacdo de c-MET €& uma
caracteristica importante para muitos tecidos, incluindo o cancer, e o
marcador tem sido apontado como importante alvo das terapias genéticas.
Entretanto, para que o tratamento seja efetivo, este deve atuar contra
atividade de c-MET e bloquear a sinalizagdao do HGF, simultaneamente. A
terapia promovera a morte das células tumorais, além de oferecer um melhor
prognéstico para pacientes com tumores irressecaveis (MAZZONE e

COMOGLIO 2006; OSTROUMOV e HUNTER 2008).
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Portanto, concluimos que ainda ndo ha consenso em relagdo a
expressao dos receptores de tirosina quinase nos cordomas, bem como a
sua influéncia no prognéstico dos pacientes. Diante deste cenario, este
trabalho tem como objetivo analisar o padrdo de expressdo dos receptores
de tirosina quinase nos cordomas dos pacientes diagnosticados no Hospital
A C Camargo, e estabelecer possiveis correlagbes com os dados clinicos e

histopatoldgicos.



JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

Os cordomas, embora raros, e de evolugdo lenta, apresentam
prognoéstico sombrio devido principalmente as recidivas tumorais frequientes.
As opcbes terapéuticas sao limitadas e principalmente cirdrgicas. A
descoberta de alteracbes moleculares associadas a estas neoplasias podera
contribuir para a selecao terapéutica adequada para estes pacientes. Neste
contexto, o estudo dos receptores de tirosina quinase em cordomas da
nossa Instituicdo, podera nos fornecer informagdes importantes em relagéo a

participacao destas moléculas na evolugao e tratamento destas neoplasias.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho sao:

Estudar as expressdes imunoistoquimicas das proteinas PDGFR alfa
e beta, c-KIT, c-MET, AKT fosforilada, HER2 e EGFR, nos cordomas
diagnosticados no Hospital A C Camargo;

Estudar o estatus do gene HER2 e EGFR através de hibridizagao in
situ fluorescente (FISH) nos cordomas diagnosticados no Hospital A C
Camargo;

Determinar as  principais  caracteristicas = demograficas e
histopatolégicas dos cordomas diagnosticados no Hospital A C
Camargo no periodo de 1980 a 2006;

Selecionar possiveis marcadores prognoésticos dentre as variaveis
clinicas, histopatoldgicas e de padrao de expressao imunoistoquimica
dos receptores de tirosina quinase estudados.

Estabelecer possiveis diferencas entre os cordomas primarios e
recidivados em relagdo as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e

de expressao dos receptores de tirosina quinase.



MATERIAL E METODO
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4 MATERIAL E METODO

41 SELEGAO DOS PACIENTES

Foram pesquisados todos os casos com o diagnostico de cordoma
registrados no Banco de dados do Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital AC Camargo no periodo de 1980 a 2006. Foram encontrados 93
casos com o diagnostico de cordoma.

Para este estudo foram utilizados os seguintes critérios de inclusao:
diagnostico de cordoma confirmado através de exame histopatolégico, bloco
de parafina disponivel nos arquivos de anatomia patoldgica do Hospital AC
Camargo, contendo material suficiente para as analises histopatologicas de
imunoistoquimica e FISH. O critério de exclusdo adotado foi tratamento
quimio ou radioterapico prévio ou concomitante por outro tipo de neoplasia.
De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, do total de 93 casos
iniciais com o diagnostico de cordoma, 35 foram excluidos pela falta de
material representativo para as analises. Portanto, a casuistica final foi
constituida por 58 amostras de cordomas. Estas amostras eram
representadas por cordomas primarios e recidivados de 38 pacientes.

As variaveis clinico-patolégicas como idade, género, localizagdo do
tumor, tipo de tratamento submetido e recidivas ou metastases, foram
obtidas a partir de revisdo de prontuarios junto ao Servigo de Arquivo Médico

e Estatistica (SAME) da Instituicdo e catalogados em um banco de dados.



24

Os parametros histopatolégicos como subtipo histologico, presenca
de necrose, atipia celular, matriz mixéide e atividade mitética, foram obtidos
a partir de revisdo das laminas dos casos selecionados para o estudo. A
revisdo foi realizada em microscépio Optico comum por um patologista
(MDFSB). O subtipo histolégico do tumor foi determinado de acordo com a
Classificagao da Organizagao Mundial da Saude (OMS) em convencional,
condréide ou desdiferenciado. Foi considerado cordoma convencional
aqueles que apresentavam as células tumorais separadas por bandas
fibrosas e dispostas em arranjos foliaceos, ou isoladas em meio a estroma
mixoide e foi considerado cordoma condréide aqueles que apresentavam a
matriz mixdéide densa. Cordomas desdiferenciados ndo foram encontrados
(MIRRA et al. 2002).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do

Hospital A.C. Camargo, sob o numero 1228/09 em 06/05/2009 (Anexo 4).

4.4.1 Caracterizagdao da amostra

Os dados clinicos dos 38 pacientes e caracteristicas histopatolégicas
est&o descritas abaixo.

A média de idade dos pacientes de nossa casuistica foi de 45 anos,
minima de 10 meses e maxima de 86 anos, com mediana de 46 anos.

Em relacédo ao género, 19 (50%) pacientes eram do sexo masculino e
19 (50%) pacientes eram do sexo feminino com razado M:F de 1:1.

Quanto a localizagéo do tumor, observou-se um predominio da regiao

sacrococcigea, representada por 22 (58%) pacientes, seguida da regido do
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clivus, com 12 (31,5%) pacientes e a regiao cervical foi representada por 4
(10,5%) pacientes.

Em relagéo ao tipo de tratamento, 35 (92%) pacientes foram tratados
com cirurgia e 3 (8%) pacientes ndo foram operados. Dos cordomas
submetidos ao tratamento cirargico (n=35), 22 (58%) so6 tiveram este tipo de
tratamento, 7 (18,4%) casos foram submetidos a radioterapia adjuvante, 3
(7,9%) tiveram a combinagao da cirurgia com radioterapia e quimioterapia, e
3 (7,9%) pacientes foram submetidos ao tratamento quimioterapico
adjuvante. Dos 3 pacientes ndo operados, 1 (2,6%) foi submetido ao
tratamento radioterapico exclusivo e 2 (5,2%) pacientes ndo foram
submetidos a nenhum tipo de tratamento. Estes dados estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

Dentre os 38 pacientes, 5 (13%) deles apresentaram metastases.

Das 58 amostras de cordomas selecionadas, 26 (44,8%) amostras
eram tumores primarios e 32 (55,2%) amostras eram recidivas tumorais.
Dentre as amostras correspondentes as recidivas (n=32), 23 foram recidivas

locais e 9 foram em outras localidades.
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Tabela 1 - Localizagdo e tipo de tratamento realizado nos pacientes com

cordomas.

Sacrococcigea

Localizagao do tumor

Cirurgia

Radioterapia

Quimioterapia

Tipo de material

Sim
Néo
Sim
Néo
Sim
Néo

Clivus
Cervical

Tumor Primario
Recidiva

tal =38
22 58

12
4
35
3
11
27
6
32
26
32

31,5
10,5
92
8
29
71
15,8
84,2
44,8
55,2

Tabela 2 — Tipo de tratamento realizado nos pacientes com cordomas.

N (Total =38 Porcentagem (total 100%

Cirurgia exclusiva
Cirurgia + RT
Cirurgia + RT + Qt
Cirurgia + Qt
RT exclusiva

Nenhum tratamento

22

- W W

2

58
18,4
7,9
7,9
2,6
3.4

Legenda: N: nimero de casos, RT: radioterapia, Qt: quimioterapia.
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4.2 CONSTRUGAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

A metodologia utilizada para a construgdo do bloco de Tissue
Microarray (TMA) foi detalhadamente descrita por ANDRADE et al. (2007) e
encontra-se no anexo (anexo 1).

Os casos selecionados para este estudo foram resgatados do arquivo
do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo e os
blocos representativos do tumor foram separados. Novos cortes foram
realizados e corados pela técnica de H&E. As areas mais representativas do
tumor foram identificadas por um patologista (MDFSB) através do exame
microscopico das laminas, e as areas de interesse foram marcadas com
caneta permanente e identificadas nos blocos de parafina correspondentes
(blocos doadores).

Para o nosso estudo, foi montado um bloco de TMA contendo 58
amostras de cordomas em cilindros de 1mm dispostas em duplicatas.
Utilizou-se o dispositivo técnico Tissue Microarray (TMA) (Beecher

Instruments, Silver Springs, EUA).

4.3 ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS NO TISSUE MICROARRAY

O método utilizado foi o do polimero nao biotinilado (Advanced,
DAKO). Os passos técnicos utilizados estdo no anexo 2. A recuperagao
antigénica de todos os marcadores foi feita com tampao citrato 10 mM, pH

6,0 em panela de pressao (Eterna®, Nigro), exceto do marcador PDGFR-B
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que foi feita com tampao Tris EDTA 1 mM, pH 9,0 em panela de pressao
(Eterna®, Nigro).

As reacbes foram realizadas em 2 laminas do bloco de TMA para
cada marcador com niveis de profundidades diferentes de pelo menos 20
cortes de diferenga. Esta estratégia garante a observacgao de areas distintas
da neoplasia. Foram analisados 4 spots por marcador. Alguns deles nao
foram representados no TMA, portanto foi realizada imunoistoquimica em
corte convencional dos casos cujos spots ndo estavam representados nas
laminas de TMA. Foi observada a expressao de cada marcador no grupo
dos tumores primarios e das recidivas separadamente.

Os anticorpos pesquisados, clones, origens, diluigdes, controles
positivos e padrées de marcacgao utilizados podem ser vistos na Tabela 3.

As reacdes foram acompanhadas de controles positivos, em tecidos
sabidamente positivos para os anticorpos testados e controles negativos nos
quais os anticorpos primarios foram substituidos por imunoglobulinas de
mesma origem. A leitura das laminas foi realizada em microscépio optico
comum e o critério utilizado para positividade foi estabelecido de acordo com

a categorizacgao descrita para cada anticorpo pesquisado.
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Tabela 3 - Anticorpos utilizados na imunoistoquimica.

Anticorpos Clone Origem Diluicao Controle Padrido de Expressao
PDGFR alfa Policlonal Neomarkers  1:50 Ovario Citoplasmatico
Upstate
PDGFR beta Policlonal  Biotechnology 1:150 Tonsila Citoplasmatico
EGFR pan EP38y Epitomics 1:160 Glioblastoma Membrana celular
c-erbB-2 Policlonal DAKO 1:2000 Cademama Membrana celular
CD117 (c-KIT) | Policlonal DAKO 1:200 GIST Citoplasmatico
Cell
pAKT 587F11 Signalling 1:100 Cademama Citoplasmatico
Cade Citoplasmatico e
c-MET 8F11 Novocastra 1:50 prostata Membrana

4.4 ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS EM CORTES

CONVENCIONAIS

Foram utilizados os cortes convencionais nos casos cujos cilindros
nao estavam suficientemente representados no TMA e que exibiam material
suficiente nos blocos de parafina, totalizando 40 amostras.

Para as reag¢des imunoistoquimicas (IHQ) em cortes convencionais,
foi utilizado o método do polimero ndo biotinilado (Advanced, DAKO). Os
passos técnicos utilizados foram os mesmos realizados no TMA, exceto a
incubacédo na estufa a 60°C por meia hora, que é feito para retirar a camada

protetora de parafina que € mais grossa em cortes de TMA.
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4.5 HIBRIDIZAGAO IN SITU FLUORESCENTE - FISH

A técnica de Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH, do inglés,
Fluorescent in situ hybridization) foi realizada seguindo as recomendacgdes
do fabricante para pesquisa do gene HER2 e os critérios descritos por
DOBASHI et al. (2007), para pesquisa do gene EGFR. O protocolo utilizado
para as reacdes contendo os passos detalhadamente descritos, encontra-se

no Anexo 3. As sondas utilizadas estao na Tabela 4.

Tabela 4 - Sondas utilizadas no FISH.

Sonda Centromero Marca
EGFR 7p12 7 ZytoVision
HER2 17911.2-12 17 DAKO

4.6 ANALISE DAS EXPRESSOES IMUNOISTOQUIMICAS

Para as proteinas de marcacdo citoplasmatica, c-KIT, PDGFR-q,
PDGFR-B, c-MET e pAKT, a positividade foi avaliada de acordo com um
escore considerando-se a intensidade da marcacdo e a quantidade de
células marcadas (FASIG et al. 2008):

Escore 0 = Nenhuma coloracdo é observada nas células neoplasicas / ou
coloragao de fraca intensidade é observada em 10% das células.

Escore 1+ = Coloracdo de fraca intensidade em pelo menos 10% das
células / ou coloragdo de moderada intensidade em menos de 10% das
células.

Escore 2+ = Coloracdo de moderada intensidade em pelo menos 10% das

células / ou forte em menos de 50% das células.
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Escore 3+ = Coloracao de forte intensidade na maior parte das células.

As proteinas de expressao na membrana, c-MET, HER2 e EGFR, foram
avaliadas de acordo com o Sistema de Interpretagdao Imunoistoquimica da

proteina HER2 (WOLFF et al. 2007):

Escore 0 = Nenhuma coloragao € observada nas células neoplasicas
invasivas.

Escore 1+ = Coloragao fraca e incompleta de membrana em qualquer
proporcado de células neoplasicas invasivas / ou coloracao fraca e completa
em menos de 10% das células.

Escore 2+ = Coloracdo completa de membrana que nao € uniforme / ou
coloragao fraca, mas com oObvia distribuicao circunferencial em no minimo
10% das células / ou intensa e completa coloragdo de membrana em 30%
ou menos das células neoplasicas invasivas.

Escore 3+ = Coloracdo uniforme e intensa da membrana em mais do que
30% das células neoplasicas invasivas.

A proteina c-MET apresentou mais de um padrdao de expressao:
citoplasmatico e de membrana. Estes padrdes foram analisados
separadamente e considerados como variaveis independentes.

Para as analises das proteinas de marcacao citoplasmatica, e a
proteina c-MET de marcagcdo de membrana foram considerados negativos

os casos com escore 0. Os casos com escore 1+ foram considerados
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positivos com marcagcdao fraca, escore 2+, positivos com marcagao

moderada e escore 3+, positivos com marcacao forte.

4.7 AVALIAGAO DAS ALTERAGOES GENICAS POR FISH

Procedeu-se a leitura das laminas no microscépico optico trinocular
com fluorescéncia de merctrio (OLYMPUS® BX41-FL-lIl), equipado com
objetiva de imersao e filtros adequados. As imagens obtidas foram
capturadas com camera digital colorida refrigerada (5.1 megapixel) acoplada
ao microscopio, usando o programa para analise de imagem Image Pro Plus

vers&o 6.0 (OLYMPUS®).

4.71 EGFR

Para pesquisa do gene EGFR, foram identificadas 20 células com
nucleos distintos. Foram contados os sinais em vermelho que
representavam o cromossomo 7 € 0s sinais em verde que representavam o
gene EGFR. Aberragbes cromossémicas foram investigadas e definidas de
acordo com critérios ja descritos por DOBASHI et al. (2007):
Dissomia = Quando os sinais tanto do gene quanto do cromossomo eram
iguais a 2 em mais de 80% das células contadas.
Baixo nivel de amplificagao = Quando o sinal do gene variava de 3 a 10, e
o sinal do cromossomo era igual a 2, em mais de 50% das células contadas.
Polissomia = Quando o sinal do EGFR variava de 3 a 10, e o do

cromossomo era maior que 2, em mais de 50% das células contadas.
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Alto nivel de amplificagdao = Quando o sinal do gene era maior que 10, e o

do cromossomo igual a 2, em mais de 50% das células contadas.

4.7.2 HER2

Para pesquisa do gene HER2, identificamos 20 células com nucleos
distintos. Foram contados os sinais em vermelho que representam o gene
HERZ2 e os sinais em verde que representam o cromossomo 17.

Alteracbes génicas foram investigadas e definidas de acordo com as
recomendacdes do fabricante (DAKO®). Para o calculo, foi feita a somatdria
dos sinais em vermelho e dos sinais em verde e calculada a raz&o
HER2/CEN-17. As amostras que tiveram razado igual a 2 n&o foram
consideradas amplificadas, e as que tiveram razdo igual ou maior que 2,

foram consideradas amplificadas.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As informagdes coletadas dos prontuarios médicos e os dados das
expressdes imunoistoquimicas e das hibridizacbes in situ foram
armazenadas em um banco de dados informatizado (Excel ®, versdo 2003,
Microsoft) e posteriormente analisados com o programa de computador
MedCalc versdo 11.4.3.0 (MedCalc Software bvbs, Bélgica). Para a
caracterizagao da populagao do estudo, foi utilizada a estatistica descritiva,

empregando-se porcentagens, médias e medianas. Para a analise das
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variaveis categoricas, foi utilizado o teste de Qui-Quadrado ou teste exato de
Fisher, dependendo dos valores esperados nas tabelas de contingéncia.

Os estudos de sobrevida global foram realizados com o método de
Kaplan Méier. Para todas as analises estatisticas o nivel de significancia foi

de 0,05.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

51 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Foram realizadas as revisGes das laminas de todas as amostras
selecionadas para a determinagdo dos achados histopatologicos como
presenca de lobulagdo, matriz mixdide, pleomorfismo, necrose, mitoses,
células fusiformes e células epiteliais. Os achados estdo descritos na Tabela
5.

As caracteristicas histopatologicas foram determinadas nos tumores
primarios e nas recidivas tumorais separadamente (Tabelas 5 e 6). O grupo
dos tumores primarios foi constituido por 26 (44,8%) amostras, sendo 2
(7,7%) cordomas do tipo condréide (Figura 4A) e 24 (92,3%) amostras do
tipo convencional (Figura 4B). A lobulagdo foi detectada em 7 (27%)
amostras e esteve ausente em 19 (73%). Esta caracteristica encontra-se
representada na Figura 4C. A presenga de matriz mixoide foi vista em 18
(69,2%) amostras e estiveram ausentes em 8 (30,8%), células pleomorficas
estiveram presentes em 15 (57,7%) amostras e ausentes em 11 amostras
(42,3%). Células pleomorficas estdo representadas na Figura 4D. Areas de
necrose foram observadas em 5 (19,2%) amostras (Figura 4E) e 4 (15,4%)
cordomas exibiam células fusiformes (Figura 4F). Mitoses e células

epitelidides estavam ausentes em todos os casos.
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O grupo das recidivas foi representado por 32 (55,2%) cordomas. O
subtipo histolégico mais frequente foi o convencional, observado em 24
(75%) amostras, sendo 8 (25%) amostras de cordomas condrdides. Neste
grupo, a lobulagao esteve presente em 13 (40,6%) cordomas e ausente em
19 (59,4%). Matriz mixoide esteve presente em 27 (84,4%) amostras de
cordomas e ausente em 5 (15,6%) amostras. Presenca de pleomorfismo
celular foi observada em 24 (75%) e ausente em 8 (25%). Areas de necrose
estavam presentes em 7 (21,9%) amostras e ausentes em 25 (78,1%).
Células fusiformes estiveram ausentes na maioria das amostras, 31 (96,9%),
e estiveram presentes em apenas uma (3,1%) amostra. Mitoses e células
epitelidides também nao foram observados neste grupo. Ndo observamos a
presenca de cordoma desdiferenciado tanto no grupo de tumores primarios

quanto no grupo das recidivas.



Tabela 5 - Caracteristicas histopatolégicas dos cordomas primarios.

VELEVE Categoria m Porcentagem (%

Subtipo Histoldgico Convencional 92.3
Condréide 2 77
Lobulacéo Presente 7 27
Ausente 19 73
Matriz Mixéide Presente 18 69.2
Ausente 8 30,8
Pleomorfismo Presente 15 577
Ausente 11 423
Necrose Presente 5 19,2
Ausente 21 80,8
Mitose Presente 0 0
Ausente 26 100
Células Epitelidides Presente 0 9
Ausente 26 100
Células Fusiformes Presente 4 15.4
Ausente 22 84.6

Tabela 6 — Caracteristicas histopatolégicas dos cordomas recidivados.

VELEVE Categoria m Porcentagem (%

Subtipo Histologico Convencional

Condréide 8 o5
Lobulacéo Presente 13 406
Ausente 19 50 4
Matriz Mixéide Presente 27 84.4
Ausente 5 15,6

Pleomorfismo Presente 24 75

Ausente 8 25
Necrose Presente 7 219
Ausente 25 78.1

Mitose Presente 0 .
Ausente 32 100

Células Epitelidides Presente 0 9
Ausente 32 100

Presente 1 3.1

Células Fusiformes
Ausente 31 96,9
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Figura 4 - Caracteristicas histolégicas das amostras de cordoma. A: Matriz

mixoide densa de um cordoma condroide (Tamanho original 40x); B: Matriz mix6ide de um
cordoma convencional (Tamanho original 20x); C: Lobulagdo (Tamanho original 20x); D:
Cordoma apresentando pleomorfismo nuclear (Tamanho original 40x); E: Necrose

(Tamanho original 20x); F: Células fisaliferas (Tamanho original 40x).
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5.2 CORRELAGOES DAS CARACTERISTICAS
HISTOPATOLOGICAS DOS CORDOMAS PRIMARIOS E
RECIDIVADOS.

O grupo dos tumores primarios (n=26) foi constituido por 24 (92,3%)
cordomas convencionais e 2 (7,7%) cordomas condroides.

Dentre os cordomas convencionais (n=24), 6 (25%) apresentaram
crescimento de padrdo lobular e 18 (75%) nao apresentaram. A matriz
mixoide foi observada em 16 (66,7%) amostras e esteve ausente em 8
(33,3%). Células pleomérficas estavam presentes em 14 (58,3%) e ausentes
em 10 (41,7%). Areas de necrose foram observadas em 4 (16,7%) e
estiveram ausentes em 20 (83,3%). Areas mais celulares apresentando
células fusiformes foram vistas em 4 (16,7%) e nao foram vistas em 20
amostras (83,3%).

Os cordomas condroides representados por 2 amostras exibiam
lobulagdo e matriz mixdide (100%). Pleomorfismo e areas com necrose
foram observados em apenas um caso (50%). Células fusiformes nao foram
observadas neste subtipo histoldgico.

O grupo das recidivas (n=32) foi representado por 24 (75%) cordomas
convencionais e 8 (25%) condroides.

Neste grupo, os cordomas convencionais (n=24) apresentaram 7
(29,2%) amostras com lobulacédo e 17 (70,8%) amostras sem essa
caracteristica. Matriz mixéide foi observada em 19 amostras (79,2%) e
esteve ausente em 5 (20,8%). Presencga de pleomorfismo foi observada em

18 (75%) amostras e esteve ausente em 6 (25%). Este subtipo histolégico
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apresentou 5 (20,8%) amostras com areas de necrose e somente 1 (4,2%)
amostra com células fusiformes.

Nos cordomas condroides (n=8), foram observadas 5 (62,5%)
amostras com crescimento de padrao lobular e 3 (37,5%) sem lobulagdo. A
presenca de matriz mixoide foi detectada em todas as amostras (100%).
Pleomorfismo foi observado em 6 (75%) e nao foi observado em 2 (25%).
Areas de necrose foram vistas em 2 amostras (25%) e ndo foram vistas em
6 (75%). Nenhuma amostra apresentou células fusiformes.

Células epitelidides e mitoses estiveram ausentes tanto no grupo dos
tumores primarios, quanto no das recidivas. As associacbes entre as
caracteristicas histopatoldgicas e cordomas primarios ou recidivados estao
representadas na Tabela 7. Associagbes estatisticamente significativas néo

foram observadas.

Tabela 7 - Correlagdes entre as caracteristicas histolégicas e tumor primario
e recidivado.

Tumor primario Valor de p
~ Variavel | Categoria n=26  Recidiva (n=32)

Subtipo Histolégico Convencional
Condroide 2 8
= Presente 7 13 0,40
Lobulagéo
Ausente 19 19
Presente 18 o7 0,21
Matriz Mixoide
Ausente 8 5
0,26
Pleomorfismo Presente 15 o4
Ausente 11
Presente 5 1,00
Necrose
Ausente 21 o5
Presente 4 1 0.16

Células Fusiformes
Ausente 22 31
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5.3 RESULTADOS DAS EXPRESSOES IMUNOISTOQUIMICAS

5.3.1 c-KIT

Do total das 58 amostras de cordomas selecionados, 53 amostras
foram analisadas por imunoistoquimica para a expressao de c-KIT.
Positividade citoplasmatica para este marcador foi observada em 41 (77,4%)
amostras. Sendo destas, 18 (34%) positivas fracas (escore 1+), 15 (28,3%)
positivas moderadas (escore 2+) e 8 (15,1%) positivas fortes (escore 3+).
Doze amostras (22,6%) foram negativas (escore 0) para este marcador.
Marcagbes com positividade forte (escore 3+) e moderada (escore 2+) estéo

representadas nas Figuras 5A e B, respectivamente.

5.3.2 pAKT

Foram analisadas 54 amostras para este marcador. Destas, 27 (50%)
amostras apresentaram positividade forte (escore 3+), 17 (31,5%)
apresentaram marcagao moderada (escore 2+) e 9 apresentaram (16,7%)
marcagado fraca (escore 1+). Apenas uma amostra (1,8%) foi negativa
(escore 0). Marcagbes com positividade forte (escore 3+) e moderada

(escore 2+) podem ser vistas nas Figuras 5C e D, respectivamente.

5.3.3 PDGFR-a
Para a pesquisa IHQ da expressao de PDGFR-qa, foram analisadas 52
amostras. Todos os casos estudados (100%) expressaram positividade para

este marcador, sendo 4 (7,7%) amostras com marcagéao fraca (escore 1+),
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37 (71,1%) com marcagao moderada (escore 2+) e 11 (21,2%) com
marcagao forte (escore 3+). Marcagao com positividade forte (escore 3+)

esta representada na Figura 5E.

5.3.4 PDGFR-

As reagdes imunoistoquimicas para este marcador foram realizadas
com sucesso em 53 amostras. Positividade foi detectada em 51 (96,2%)
amostras. A maioria delas apresentando positividade com marcagéo
moderada (escore 2+), 33 (62,3%) amostras. Marcacgéao fraca (escore 1+) foi
observada em 6 (11,3%) amostras e 12 (22,6%) amostras apresentaram
marcacao forte (escore 3+). Apenas 2 (3,8%) amostras foram negativas
(escore 0). Marcacdo com positividade forte (escore 3+) esta representada

na Figura SE.

5.3.5 c-MET

Foram analisados dois padrbes de marcagcdo desta proteina:
citoplasmatica e de membrana. Para ambos os padroes, foram avaliadas 48
amostras.

Na analise da marcagao citoplasmatica, todas as amostras foram
positivas. Observamos que a maioria delas apresentou positividade
moderada (escore 2+), 29 (60,4%) amostras, seguida de 17 (35,4%) que
apresentaram positividade forte (escore 3+). Apenas 2 (4,2%) amostras

apresentaram positividade fraca (escore 1+).
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Na analise de marcagédo de membrana, 45 amostras (93,7%) foram
positivas. A maioria apresentou positividade moderada (escore 2+), 31
(64,6%) amostras, 10 (20,8%) foram positivas fortes (escore 3+) e 4 (8,4%),
positivas fracas (escore 1+). Das 48 amostras analisadas, 3 (6,3%) foram
negativas (escore 0). Marcagdes de membrana e citoplasma com

positividade forte (escore 3+) estdo apresentadas nas Figuras 6A e B.

5.3.6 c-erbB-2

Para este marcador, 54 amostras foram analisadas. Escore 1 foi
observado em 31 (57,4%) amostras e 13 (24,1%) amostras apresentaram
escore 2. Nenhuma amostra apresentou escore 3 para c-erbB-2. Nove
(16,7%) amostras apresentaram escore 0. Marcagbes de membrana com

escore 1 e 2 podem ser observadas nas Figuras 6C e D, respectivamente.

5.3.7 EGFR

O total de amostras analisadas para a imunoistoquimica deste
marcador foi 51. Destas, 32 (62,65%) escore 1, 5 (9,8%) amostras
apresentaram escore 2 e 8 (15,7%) apresentaram escore 3. Seis (11,85%)
amostras apresentaram escore 0. Marcagcdes de membrana com escore 2 e
3 podem ser observadas nas Figuras 6E e F, respectivamente.

A Tabela 8 apresenta os resultados de todos os marcadores
pesquisados por imunoistoquimica nas 58 amostras de cordomas, e a Figura

5 mostra exemplos de casos positivos na IHQ.



Tabela 8 - Resultado dos marcadores estudados por imunoistoquimica

Marcadores
Escore =~ Categoria _  Total
c-KIT
0 Negativo 12 (22,6%)
1+ Positivo fraco 18 (34,0%)
2+ Positivo moderado 15 (28,3%)
3+ Positivo forte 8 (15,1%)
Total 53 (100%)
pAKT
0 Negativo 1(1,8%)
1+ Positivo fraco 9 (16,7%)
2+ Positivo moderado 17 (31,5%)
3+ Positivo forte 27 (50%)
Total 54 (100%)
PDGFR-a
0 Negativo 0 (0%)
1+ Positivo fraco 4 (7,7%)
2+ Positivo moderado 37 (71,1%)
3+ Positivo forte 11 (21,2%)
Total 52 (100%)
PDGFR-
0 Negativo 2 (3,8%)
1+ Positivo fraco 6 (11,3%)
2+ Positivo moderado 33 (62,3%)
3+ Positivo forte 12 (22,6%)
Total 53 (100%)
c-MET
Citop.
0 Negativo 0 (0%)
1+ Positivo fraco 2 (4,2%)
2+ Positivo moderado 29 (60,4%)
3+ Positivo forte 17 (35,4%)
Total 48 (100%)

45



Cont/Tabela 8

Marcadores Categoria Total
c-MET Memb.
0 Negativo 3 (6,3%)
1+ Positivo fraco 4 (8,4%)
2+ Positivo moderado 31 (64,5%)
3+ Positivo forte 10 (20,8%)
Total 48 (100%)
c-erbB-2
0 Negativo 10 (18,5%)
1+ Positivo fraco 31 (57,4%)
2+ Positivo moderado 13 (24,1%)
3+ Positivo forte 0 (0%)
Total 54 (100%)
EGFR
0 Negativo 6 (11,85%)
1+ Positivo fraco 32 (62,65%)
2+ Positivo moderado 5(9,8%)
3+ Positivo forte 8 (15,7%)

51 (100%)
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Figura 5 — Figuras representativas de imunoistoquimica para os marcadores

c-KIT, pAKT e PDGFR a e [3. A e B: ¢c-KIT com marcagdo moderada (2+) e marcagéo
forte (3+), respectivamente (tamanhos originais, 40x); C e D: pAKT com marcagao
moderada (2+) e forte (3+), respectivamente (tamanhos originais 20x e 40x); E: PDGFR-alfa
com marcagao forte (3+) (tamanho original 20x); F: PDGFR-beta com marcacao forte (3+)

(tamanho original 40x).



48

- / A X o 4 4 [

M s = ST LT R W o st s
fv o o B .i o L FOR S Al g "“ih'?'ﬁ.”"},"w’,",‘,'g“z); ',-_’f“-'/,’.?'ﬂ'?'{ LI S
o] cial : : o R A A 0 <N

Gpar 14 - I A &
;!z_ S fesl b A S b e ]
| A : G
L, -
- J,**I'.‘!, 2 "?
- ‘\ﬂ kP il

i, g Ko
;. '1 - - _“' - .- .

b AL P
aiwg Tas NS - -y
-I‘ P2 -m--4 pra e x A

A ket . - R S A ‘ (i
U T T % e a® il - % "if i .
B Rl e G a2 & oD 3% Sl LA I T £
AN o A b NS x ‘~ ¥ !“H e o S S T ,;'l ¥4 ﬁ./" "y .h,!‘.#
= T e % &g My TR Loy J\‘ o f” ‘1,". N
3 : *

Figura 6 - Figuras representativas de imunoistoquimica para os marcadores

c-MET, c-erbB-2 e EGFR. A e B: c-MET com marcacéo forte (escore3+) de membrana

e citoplasma (tamanhos originais, 40x); C e D:c-erbB-2 com escore 1 e escore 2,
respectivamente (tamanhos originais, 40x e 20x); E e F: EGFR com escore 2 e escore 3,

respectivamente (tamanhos originais, 40x e 20x).
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54 CORRELAGCOES ENTRE OS MARCADORES E TUMORES

PRIMARIOS E RECIDIVADOS

541 c-KIT

Das 53 amostras analisadas para este marcador, 23 (43,35%) eram
tumores primarios. Neste grupo, a maioria dos casos foram positivos para c-
KIT: 7 (13,2%) escore 1+, 6 (11,3%) escore 2+ e 4 (7,55%) escore 3+. O
grupo das recidivas foi representado por 30 (56,65%) amostras, sendo 24
positivas para c-KIT. Quando comparamos a expressdo de c-KIT nos
cordomas primarios ou recidivados nao encontramos diferencas
estatisticamente  significativas  (p=0,902). Estes resultados estado

representados na Tabela 9.

5.4.2 pAKT

Vinte e trés amostras (42,6%) representaram o grupo dos tumores
primarios e 31 (57,4%) amostras corresponderam ao grupo das recidivas, do
total das 54 amostras avaliadas.

No grupo dos tumores primarios (n=23), a maioria dos casos foram
positivos, sendo a marcacgéo forte (escore 3+) observada em 17 (31,5%)
amostras, 2 (3,7%) amostras tiveram marcacdo moderada (escore 2+) e 3
(5,6%) exibiram marcacao fraca (escore 1+). Apenas 1 (1,8%) caso foi
negativo neste grupo. No grupo das recidivas, todas as amostras

apresentaram positividade para pAKT. Neste grupo, 15 (27,8%) amostras
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tiveram marcagao moderada (escore 2+), 10 (18,5%) tiveram marcagéao forte
(escore 3+) e 6 (11,1%) tiveram marcacgao fraca (escore 1+).

A associacdo entre a expressao de pAKT e cordomas primarios e
recidivados foi significativa (p= 0,005). A maioria das amostras dos pacientes
com cordomas primarios mostraram positividade com marcacido forte
(escore 3+), e a maioria das amostras dos pacientes com cordomas
recidivados mostraram positividade com marcagédo moderada (escore 2+). A

associacao pode ser vista na Tabela 9.

5.4.3 PDGFR-a

Para este marcador, 52 amostras foram analisadas, sendo 23 (44,2%)
de tumores primarios. Neste grupo, todos os casos foram positivos: 4 (7,7%)
com escore 1+, 12 (23%) com escore 2+, e 7 (13,5%) com escore 3+. O
grupo das recidivas foi representado por 29 (55,8%) amostras, sendo todas
positivas. A maioria apresentou marcagdo moderada (escore 2+), 25
(48,1%), e o restante, 4 (7,7%) amostras apresentaram marcacéo forte
(escore 3+).

A associacao entre a expressdo de PDGFR-a e cordomas primarios e

recidivados foi significativa (p= 0,012).

5.4.4 PDGFR-B
Do total de amostras analisadas (n=53) na IHQ para este marcador,
23 (43,4%) corresponderam ao grupo dos tumores primarios e 30 (56,6%) ao

grupo das recidivas.
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Nos cordomas primarios, 14 (26,4%), apresentaram marcagao
moderada (escore 2+), 6 (11,3%) apresentaram marcacéo forte (escore 3+)
e 1 (1,9%) apresentou marcagdo fraca (escore 1+). Apenas 2 (3,8%)
amostras foram negativas para este marcador (escore 0).

No grupo das recidivas, todas as amostras foram positivas para
PDGFR-B, 19 (35,9%) amostras com positividade moderada (escore 2+), 6
(11,3%) amostras com marcacao forte (escore 3+) e 5 (9,4%) com marcagao
fraca (escore 1+). A grande maioria das amostras, tanto do grupo de
cordomas primarios como no grupo dos recidivados, foram positivas para
PDGFR-B, entretanto, a correlacdo entre a expressdo deste marcador e
cordomas primarios e recidivados nao foi estatisticamente significativa (p=

0,205) (Tabela 9).

5.4.5 c-MET

Na andlise da expressao citoplasmatica (n=48), observamos 21
(43,8%) amostras representando o grupo dos tumores primarios e 27
(56,2%) amostras, o grupo das recidivas. No grupo dos tumores primarios
todas as amostras foram positivas para c-MET, sendo a marcacido moderada
(escore 2+) observada em 13 (27,1%) amostras e 8 (16,7%) amostras com
marcacao forte (escore 3+). As amostras do grupo de recidivas foram todas
positivas para c-MET, 16 (33,3%) apresentaram marcagdo moderada
(escore 2+), 9 (18,7%) apresentaram marcacéo forte (escore 3+) e apenas 2

(4,2%) amostras apresentaram marcacéo fraca (escore 1+).
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Para marcacdo de membrana (n=48), 21 (43,8%) amostras
representaram o grupo dos tumores primarios e 27 (56,2%) o grupo das
recidivas. No grupo dos tumores primarios (n=21), apenas 1 (2,1%) amostra
foi negativa (escore 0). Quatorze (29,1%) amostras tiveram marcacéo
moderada (escore 2+), 3 (6,3%) tiveram marcacao forte (escore 3+) e 3
(6,3%) tiveram marcacéo fraca (escore 1+). No grupo das recidivas (n=27),
apenas 2 (4,2%) amostras foram negativas (escore 0). A marcacao
moderada (escore 2+) foi observada em 17 (35,4%) amostras, 7 (14,5%)
amostras exibiram marcacéo forte (escore 3+) e 1 (2,1%) mostrou marcagao
fraca (escore 1+).

As associagdes entre expressdes de c-MET em ambos os padroes
(citoplasmatico e de membrana) e cordomas primarios e recidivados foram
pesquisadas e nao foram encontradas correlagbes significativas entre as

variaveis (p= 0,439 e p= 0,473).

5.4.6 c-erbB-2

Do total das 54 amostras avaliadas para este marcador, o grupo dos
tumores primarios foi representado por 24 (44,4%) amostras e o grupo das
recidivas por 30 (55,6%).

No grupo dos tumores primarios, o escore 1 foi observado em 14
(25,9%) amostras, 6 (11,1%) apresentaram escore 2 e nenhuma (0%)
amostra exibiu escore 3. Do total de amostras do grupo, apenas 4 (7,4%)
apresentaram escore 0. No grupo das recidivas, 6 (11,1%) amostras

apresentaram escore 0. O restante apresentou positividade para c-erbB-2,
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onde 17 (31,5%) amostras apresentaram escore 1, 7 (13%) apresentaram
escore 2+, e nenhuma (0%) apresentou escore 3.
Ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre a

expressao de c-erbB-2 e cordomas primarios ou recidivados (p = 0,908).

5.4.7 EGFR

Do total de amostras analisadas para EGFR (n=51), 22 (43,2%)
corresponderam ao grupo dos cordomas primarios, e 29 (56,8%) ao grupo
dos recidivados.

No grupo dos tumores primarios (n=22), 4 (7,85%) amostras foram
escore 0, 12 (23,5%) apresentaram escore 1, 2 (4%) apresentaram escore 2
e 4 (7,85%) exibiram escore 3. No grupo das recidivas (n=29), apenas 2
(4%) amostras foram escore 0. A maioria das amostras, 20 (39,15%)
exibiram escore 1, 3 (5,8%) apresentaram escore 2 e 4 (7,85%), escore 3.

A correlagao entre a expressao deste marcador e cordomas primarios
e recidivados foi analisada e n&o foi encontrada correlacao estatisticamente

significativa (p= 0,584).
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Tabela 9 - Correlagdes entre as expressdes dos marcadores na IHQ e
tumores primarios e recidivados.

Marcadores Tumores Primarios Recidivas Valores de p
c-KIT
0 6 (11,3%) 6 (11,3%) 12 (22,6%)
1+ 7 (13,2%) 11 (20,8%) 18 (34,0%) 0,902
2+ 6 (11,3%) 9 (17%) 15 (28,3%)
3+ 4 (7,55%) 4 (7,55%) 8 (15,1%)
Total 23 (43,35%) 30 (56,65%) 53 (100%)
pAKT
0 1(1,8%) 0 1(1,8%)
1+ 3 (5,6%) 6 (11,1%) 9 (16,7%) 0,005
2+ 2 (3,7%) 15 (27,8%) 17 (31,5%)
3+ 17 (31,5%) 10 (18,5%) 27 (50%)
Total 23 (42,6%) 31 (57,4%) 54 (100%)
PDGFR-a
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1+ 4 (7,7%) 0 (0%) 4(7,7%) 0,012
2+ 12 (23%) 25 (48,1%) 37 (71,1%)
3+ 7 (13,5%) 4.(7,7%) 11 (21,2%)
Total 23 (44,2%) 29 (55,8%) 52 (100%)
PDGFR-B
0 2 (3,8%) 0 2 (3,8%)
1+ 1(1,9%) 5 (9,4%) 6 (11,3%) 0,205
2+ 14 (26,4%) 19 (35,9%) 33 (62,3%)
3+ 6 (11,3%) 6 (11,3%) 12 (22,6%)
Total 23 (43,4%) 30 (56,6%) 53 (100%)
c-MET Citop.
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1+ 0 (0%) 2 (4,2%) 2 (4,2%) 0,439
2+ 13 (27,1%) 16 (33,3%) 29 (60,4%)
3+ 8 (16,7%) 9 (18,7%) 17 (35,4%)
21 (43,8%) 27 (56,2%) 48 (100%)
c¢-MET Memb.
0 1(2,1%) 2 (4,2%) 3 (6,3%)
1+ 3(6,3%) 1(2,1%) 4 (8,4%) 0473
2+ 14 (29,1%) 17 (35,4%) 31 (64,5%)
3+ 3 (6,3%) 7 (14,5%) 10 (20,8%)

Total 21 (43,8%) 27 (56,2%) 48 (100%)
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Cont/ Tabela 9
Marcadores Tumores Primarios Recidivas Total Valores de p
c-erbB-2
0 4 (7,4%) 6 (11,1%) 10 (18,5%)
1+ 14 (25,9%) 17 (31,5%) 31 (57,4%) 0,908
2+ 6 (11,1%) 7 (13%) 13 (24,1%)
3+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 24 (44,4%) 30 (55,6%) 54 (100%)
EGFR
0 4 (7,85%) 2 (4%) 6 (11,85%)
1+ 12 (23,5%) 20 (39,15%) 32 (62,65%) 0,584
2+ 2 (4%) 3 (5,8%) 5(9,8%)
3+ 4 (7,85%) 4 (7,85%) 8 (15,7%)
Total 22 (43,2%) 29 (56,8%) 51 (100%)
5.5 FISH

Amostras de cordomas com escore 2 e 3 nas reagbes de
imunoistoquimica para os marcadores EGFR e HER2 foram selecionadas
para a realizacdo do FISH. Para analise de EGFR, foram selecionadas 13
amostras com escore 2 e 3 que dispunham de material suficiente para
realizacdo do FISH. Das 13 amostras, 6 (46,2%) eram de tumores primarios
e 7 (53,8%) de recidivas.Para pesquisa do gene HER2, foram selecionadas
11 amostras com escore 2 que dispunham de material em bloco de parafina
suficiente para as analises. Das 11 amostras, 5 (45,4%) eram amostras de

tumores primarios e 6 (54,5%) recidivas.
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5.5.1 EGFR

A pesquisa do estatus do gene EGFR foi realizada em 13 amostras,
sendo 8 com escore 3 e 5 com escore 2 na imunoistoquimica. Das amostras
selecionadas para analise, 7 (53,8%) foram realizadas com sucesso, sendo
3 com escore 3 e 4 com escore 2. As 6 (46,2%) amostras restantes foram
descartadas pela auséncia de sinais do gene ou do cromossomo.

Entre as amostras que apresentaram marcagbes génicas e
cromossbmicas, 4 (57,2%) eram amostras de tumores primarios, e 3 (42,8%)
de recidivas.

Os critérios adotados para a investigagdo de aberragbes
cromossbmicas e génicas foram os critérios ja descritos por Dobashi et al.
(2007), e de acordo com estes critérios, 5 (71,4%) amostras foram
classificadas como dissomia, ou seja, 0 numero de cdpias tanto do gene
quanto do cromossomo foi igual a 2 em mais de 80% das células contadas.
As 2 (28,6%) amostras restantes apresentaram polissomia, isto €, o numero
de cromossomos foi maior do que 2, e o numero de genes variou de 3 a 10
em mais de 50% das células contadas. Das amostras que foram
classificadas como dissomia, 3 eram escore 3 e 2 eram escore 2, € as 2
amostras que foram classificadas como polissomia eram escore 2. Baixo
nivel de amplificagcdo foi observado em alguns nucleos, porém, de acordo
com o critério utilizado, o numero de células apresentando estas
caracteristicas em cada amostra analisada, nao foi suficiente para classificar
estas amostras como alteradas. A Figura 7 mostra casos representativos de

polissomia e dissomia do gene EGFR através do FISH.
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5.5.2 HER2

A pesquisa do estatus do gene HER2 foi realizada em 11 amostras,
sendo todas as amostras com escore 2 na imunoistoquimica. As outras 2
amostras que apresentaram escore 2 na IHQ foram excluidas pois nao
dispunham de material suficiente para as analises. Das 11 amostras
selecionadas para analise, 6 (54,5%) foram realizadas com sucesso. As 5
(45,5%) amostras restantes foram descartadas por ndo apresentarem sinais
do gene ou do cromossomo.

O critério adotado para a investigacdo de amplificagdes génicas foi o
recomendado pelo fabricante (DAKO®). De acordo com este critério, néo
foram observadas amplificacées de HER2 em nenhuma das 6 amostras, e a
razao HER2/CEP17 variou entre 1,2 e 1,78 (Tabela 10). Das 6 amostras que
apresentaram marcagédo do cromossomo e do gene, 3 (50%) eram amostras
de cordomas recidivados e 3 (50%) de tumores primarios. A Figura 8 mostra

um nucleo com dissomia para HER2.

Tabela 10 - Resultados de FISH para a pesquisa do estatus do gene HER2

Caso Razao HER2/CEP17 Estatus
1 1,78 Nao amplificado
2 1,16 Nao amplificado
3 1,77 Nao amplificado
4 1,29 Nao amplificado
5 1,28 Nao amplificado
6 1,20 Nao amplificado
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Figura 7 - FISH para a pesquisa do estatus do gene EGFR. A: Polissomia,

célula apresentando 3 sinais do gene (verde) e 3 sinais do cromossomo (vermelho). B:

Dissomia, célula apresentando 2 sinais de gene e 2 de cromossomo

Figura 8 - FISH para a pesquisa do estatus do gene HERZ2. Célula

apresentando 2 sinais do gene e 2 do cromossomo.
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6 ANALISES DE SOBREVIDA

6.1 VARIAVEIS CLINICAS E HISTOLOGICAS

6.1.1 Analise Univariada

A média de sobrevida global dos pacientes foi de 95 meses. A Figura
9 mostra a curva de sobrevida global dos 38 pacientes com cordomas.

As analises univariadas da sobrevida global em 5 anos (60 meses)
dos 38 pacientes com cordomas foram calculadas de acordo com as curvas
de sobrevida de Kaplan Méier. Neste periodo, 29 (50%) pacientes estavam
vivos e 29 (50%) mortos. Dentre os pacientes vivos, 15 pacientes estavam
vivos sem doenga e 14 vivos com a doenga. Dentre os Obitos, 27 morreram
especificamente por cordoma e 2 morreram por outras causas.

Nenhuma das variaveis histopatolégicas estudadas apresentou
associagdes estatisticamente significativas em relagdo as taxas de sobrevida
global em 5 anos (Tabela 11). Pacientes do sexo masculino mostraram uma
taxa de sobrevida em 5 anos (72,2%) discretamente melhor em relagdo aos
pacientes do sexo feminino (62,4%). Entretanto, esta diferenca ndo foi
significativa (p=0,45). Pacientes com cordomas com auséncia de matriz
mixoide mostraram taxa de sobrevida de 75% em 5 anos, e aqueles com
cordomas com matriz mixoide apresentaram a taxa de sobrevida de 61,4%.

Esta diferenca também ndo foi estatisticamente significativa (p=0,75). A
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presenca de lobulacdo ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa
na sobrevida global dos pacientes (p=0,85).

Pacientes com cordomas apresentando pleomorfismo celular tiveram
uma taxa de sobrevida de 66,4%, enquanto os pacientes que néao
apresentaram pleomorfismo tiveram uma taxa de 61,1%. Este resultado nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa (p=0,82). Resultado
semelhante foi observado em relagao a presenca de necrose. Pacientes que
apresentaram areas de necrose em suas amostras tiveram taxa de
sobrevida de 62,5%, e aqueles que n&o apresentaram tiveram uma taxa de
66,1%. A diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,84). Metade
dos pacientes que tinham cordomas exibindo células fusiformes estavam
vivos em 5 anos, sendo a taxa de 65,6% para aqueles com cordomas sem
células fusiformes. Pacientes com cordomas condréides mostraram taxa de
sobrevida de 71,4%, sendo esta taxa de 63,1% para os pacientes com
cordomas convencionais. Associacbes entre estas duas Ultimas
caracteristicas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,60 e p=0,76,

respectivamente).
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Tabela 11 - Analise univariada dos parametros clinicos e histopatoldgicos
em relagdo a sobrevida global em 5 anos dos pacientes com cordomas.

Numero de Sobrevida global em 5 Valor de
Variaveis i casos . anos (%) p
Género Masculino 19 72,2 0,45*
Feminino 19 62,4
Matriz mixéide | 'ooeN¢d 29 614 0,75
Auséncia 9 75
Lobulagio Presenca 13 65,8 0,85*
Auséncia 25 64
Pleomorfismo Presenga 21 66,4 0,82*
Auséncia 11 61,1
Necrose Presenca 8 62,5 0,84*
Auséncia 30 66,1
Células Presenca 34 50 .
Fusif 0,60
usiiormes Auséncia 4 65,6
Subtipo Convencional 31 63,1 *
Histol6ai 0,76
Istologico Condrdide 7 71,4

*Comparagéo de curvas de sobrevida feita pelo Teste de Log-rank.
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Figura 9 - Grafico representativo da sobrevida global dos pacientes.
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6.2 ANALISES DOS MARCADORES

6.2.1 Analise Univariada

As analises univariadas de sobrevida global em 5 anos dos pacientes
com cordomas em relagdo aos resultados das expressdes
imunoistoquimicas, mostraram associacdo somente entre a expressao de
pAKT e a taxa de sobrevida dos pacientes. A expressdo desta proteina
parece estar diretamente associada a piores taxas de sobrevida em 5 anos.
Pacientes que foram negativos e os que tiveram marcagao fraca (escore 1+)
para a proteina pAKT, mostraram taxa de sobrevida em cinco anos de
100%. Essa taxa cai para 78% para os pacientes com marcacido moderada
(escore 2+) e para 45% para os pacientes com marcagéao forte (escore 3+).
Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p= 0,042). A Figura 10
mostra as curvas de sobrevida deste marcador. A Tabela 12 apresenta as
taxas de sobrevida global em 5 anos dos pacientes em relagdo as

expressdes das demais proteinas estudadas por imunoistoquimica.
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Figura 10 - Curvas de sobrevida global dos pacientes com cordoma em

relagao a expressao imunoistoquimica de AKT fosforilada.
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Tabela 12 - Taxas de sobrevida global em 5 anos dos pacientes em relagao
as expressoes das proteinas estudadas por imunoistoquimica.

Marcadores Numero de casos Sobrevida global em 5 anos (%) Valores de p
c-KIT
0 10 (27,7%) 66,7
1+ 9 (25%) 33,3 0.882"
2+ 12(33,3%) 74,1
3+ 5(13,8%) 75
Total 36
PDGFR-a
1+ 4(11,43%) 100
2+ 22 (62,86%) 58,9 0,304*
3+ 9 (25,71%) 66,7
Total 35
PDGFR-B
0 2 (5,56%) 100
1+ 3 (8,34%) 66,7 0.424*
2+ 23 (63,88%) 63
3+ 8 (22,22%) 46,9
Total 36
c-erbB-2
0 6 (16,66%) 66,7
1+ 22 (61,12%) 59,7 0.877*
2+ 7 (19,44%) 66,7
3+ 1(2,78%) 100
Total 36
AKT- phospho
0 1(2,70%) 100
1+ 5(13,52%) 100 0.042"
2+ 11 (29,73%) 78
3+ 20 (54,05%) 45
Total 37
c-MET Citop.
1+ 2 (6,07%) 100
2+ 21 (63,63 %) 57,1 0,632*
3+ 10 (30,30%) 66,7

33




Cont/ Tabela 12
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Marcadores Total Sobrevida global em 5 anos (%) Valores de p
c-MET Memb.
0 1(3,03%) 100
1+ 4 (12,12%) 50 0.419*
2+ 23 (69,70 %) 61,5
3+ 5(15,15%) 60
Total 33
EGFR
0 5(15,16%) 60
1+ 18 (54,54%) 72,8 0,280*
2+ 4 (12,12%) 50
3+ 6 (18,18%) 55,6
Total 33

*Comparagao de curvas de sobrevida feita pelo Teste de Log-rank.
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7 DISCUSSAO

Cordomas sao neoplasias raras, de crescimento lento, de aparéncia
gelatinosa, com caracteristicas histolégicas e fenotipicas de origem em
restos da notocorda. Ocorrem em qualquer parte do corpo com diferentes
apresentagoes clinicas, sendo mais frequentes nas regides sacrococcigea,
clivus e cervical. E um tumor eminentemente de adultos e velhos, sendo raro
em pacientes menores de 20 anos, mas também pode ocorrer em criangas e
recém nascidos (MIRRA et al. 2002; CASALI et al. 2007; CHUGH et al.
2007; HORBINSKI et al. 2010; WALTER et al. 2011). No nosso estudo,
também foi comum a presenca de cordomas acometendo a regiao
sacrococcigea, seguida da regido do clivus e menos freqlientemente a
regiao cervical. A idade de nossa amostra variou entre 10 meses e 86 anos,
com média de 45 anos e mediana de 46 anos.

Histologicamente, os cordomas sao classificados nos subtipos
convencional, condréide e desdiferenciado. O tipo convencional € o mais
comum, apresenta padrao de crescimento lobular, e € composto por células
epitelidides, redondas ou poliédricas, isoladas ou em corddes, com
citoplasma vacuolado (fisalifero) em matriz mucoide, com raras mitoses. Os
cordomas condréides sao mais freqlentes na jungao craniocervical e sao
caracterizados por areas de cordomas convencionais em meio a areas
cartilaginosas. O cordoma desdiferenciado é o tipo histolégico menos

freqiente e apresenta aspectos histologicos semelhantes aos
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condrossarcomas (MIRRA et al. 2002; UNNI et al. 2005; TAMBORINI et al.
2006; CHUGH et al. 2007; FERRARESI et al. 2010). No nosso estudo, a
maioria dos casos era constituida pelo subtipo convencional, seguido pelo
tipo condréide. Nenhum caso do subtipo desdiferenciado foi encontrado.
Existem relatos na literatura que associa o subtipo condrdéide ao pior
prognéstico. No nosso estudo nédo encontramos esta associacdo, talvez
devido ao pequeno numero de casos da nossa casuistica.

Em relagdo aos outros achados histopatolégicos, ha trabalhos na
literatura que demonstram a associacdo entre a presenca de necrose,
pleomorfismo celular, atividade mitética e matriz condréide com maiores
taxas de recidiva tumoral e pior prognéstico (HEFFELFINGER et al. 1973;
UNNI et al. 2005; LONGONI et al. 2008; FERRARESI et al. 2010; UNNI e
INWARDS 2010). No presente estudo, estas caracteristicas foram
analisadas em todos os casos. Demonstramos que estas caracteristicas
estavam frequentemente presentes tanto nos tumores primarios como nas
recidivas tumorais, nao sendo encontradas correlacbes estatisticas
significantes. Portanto, no nosso estudo, os achados histolégicos que
conferem comportamento agressivo na maioria das neoplasias, ndo sao
importantes nos cordomas e ndo devem ser associados a comportamento
mais agressivo.

Os cordomas apresentam sintomas de inicio insidioso, aparecendo
somente em estagios avangados da doenga. O tratamento de escolha é o
cirurgico, no entanto, a taxa de recorréncia € bastante alta em torno de 70%.

Embora pouco eficaz, a radioterapia tem sido indicada nestes casos. A
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quimioterapia tem sido utilizada somente nos cordomas avangados para
alivio dos sintomas ou nos cordomas desdiferenciados (FLEMING et al.
1993; BARATTI et al. 2003; CASALI et al. 2004, 2007; BRANDAL et al.
2005, McPHERSON et al. 2006; CHUGH et al. 2007; FERRARESI et al.
2010; HORBINSKI et al. 2010; WALTER et al. 2011). Na nossa casuistica,
cerca de 90% dos casos de cordoma foram submetidos a cirurgia, menos da
metade dos casos foram submetidos a radioterapia e apenas alguns casos
avancados foram submetidos a quimioterapia. Tratamento multimodal foi
utilizado em alguns casos, sendo na maioria deles a combinagao de cirurgia
e radioterapia. A combinagdo de quimioterapia e radioterapia foi realizada
em apenas um caso.

Apesar de ser raro, esta neoplasia pode dar origem a metastases,
acometendo principalmente os pulmbes, osso, figado, tecidos moles,
linfonodos e pele (BURGER e SCHEITHAUER 1994; MIRRA et al. 2002;
FERRARESI et al. 2010).

O cordoma apresenta uma sobrevida global bastante baixa, de 6
anos, com uma média de 70% em 5 anos e 40% para 10 anos. O
prognéstico € dependente principalmente da localizagdo e tamanho da
neoplasia (MIRRA et al. 2002; BARATTI et al, 2003; CASALI et al. 2004;
BRANDAL et al. 2005; UNNI et al. 2005; BHADRA e CASEY 2006;
BISCEGLIA et al. 2007; CHUGH et al. 2007; FERRARESI et al. 2010; UNNI
e INWARDS 2010). Neste estudo, a média de sobrevida global dos

pacientes foi de 95 meses e néo foram associadas a localizagao tumoral.
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Embora dados a respeito da biologia molecular associada aos
cordomas tenha aumentado no ultimo ano, os resultados ainda s&o
controversos e os estudos conduzidos com uma casuistica muito pequena.
Sabe-se que os receptores de tirosina quinase estdo frequentemente
expressos, e por vezes, mutados. Alguns estudos demonstraram a eficiéncia
do tratamento com inibidores desses receptores em alguns casos (CASALI
et al 2004; BURGER et al. 2005; TAMBORINI et al. 2006; LONGONI et al.
2008; SINGHAL et al. 2009; FERRARESI et al. 2010; HORBINSKI et al.
2010; WALTER et al. 2011). Entretanto, pouco se sabe a respeito da biologia
molecular associada a esses tumores. No presente estudo, foram analisadas
as expressodes imunoistoquimicas das proteinas: PDGFR alfa, PDGFR beta,
c-KIT, EGFR, HER2, c-MET e AKT fosforilada. As expressdes dos
marcadores na imunoistoquimica foram correlacionadas com todas as
variaveis clinicas e histopatologicas pesquisadas neste estudo. De maneira
geral, observamos que os cordomas frequentemente expressam estas
proteinas. Estes achados apontam estas proteinas como possiveis alvos
terapéuticos para o tratamento dos cordomas, sobretudo nos cordomas
primarios, onde observamos que a forte expressao (escore 3+) de pAKT e
PDGFR alfa foi mais frequente do que nas recidivas. Embora a expressao
moderada de PDGFR alfa tenha sido mais frequente nos cordomas
recidivados.

De fato, as oncoproteinas PDGFR alfa, PDGFR beta e c-KIT ja foram
encontradas frequentemente expressas nos cordomas, e a utilizagao do

Imatinib® como inibidor destas oncoproteinas tem-se mostrado eficaz no
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tratamento alternativos de alguns cordomas com melhoras clinicas,
radiolégicas e na qualidade de vida (CASALI et al. 2004; TAMBORINI et al.
2006; LONGONI et al. 2008; SINGHAL et al. 2009; FERRARESI et al. 2010).
Embora BURGER et al. (2005) afirme que mesmo os cordomas
apresentando c-KIT e PDGFR expressos, o uso de Imatinib® pode ser
ineficiente e esta aparentemente associado a presenca ou ndo de mutacdes
dessas oncoproteinas.

Os membros da familia Erb: EGFR e HER2 também s&o encontrados
expressos e ativados em cordomas. Os inibidores destas oncoproteinas,
Gefitinb e Erlotinib, e alguns anticorpos monoclonais como Cetuximab e
Panitumumab, ja estdo sendo utilizados nos tratamentos de diversos
tumores solidos (WEINBERGER et al. 2005; DOBASHI et al. 2007). Além
disso, WALTER et al. (2011), relata que pacientes com cordomas que
expressam EGFR, podem responder bem a terapia alvo molecular, inibindo
a ativacao das tirosinas quinases. O tratamento de cordomas combinando
Gefitinib e Erlotinib tem sido reportado por alguns autores, apresentando
uma boa resposta dos pacientes (HOF et al. 2006; LINDEN et al. 2008;
SINGHAL et al. 2009). Neste estudo, a maioria das amostras de cordomas
analisadas tanto para EGFR, quanto para HER2 apresentaram positividade
por imunoistoquimica, embora mais da metade das amostras de EGFR e
HER?2 tenham apresentado positividade fraca.

Em carcinoma de ndo pequenas células do pulmao, a analise de
mutacao de EGFR é um excelente preditor na resposta ao tratamento com

inibidores de tirosina quinase (DANIELE et al. 2007). No nosso estudo, néo
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foram encontradas alteragdes génicas por FISH, somente a presenca de
polissomia foi identificada em 2 casos. Durante a realizagdo da reagao de
FISH, algumas amostras foram descartadas por ndo apresentarem sinais do
gene ou do cromossomo. Isso pode ser decorrente principalmente pela
degradacdo do DNA associada a algumas situagdbes como as que se
seguem: 1. material representado por tecido 6sseo que foi submetido a
algum tipo de tratamento prévio com acido com o intuito de descalcificagao;
2. Material antigo e fixado com formalina ndo tamponada; 3. Material antigo

e emblocado em parafina de ma qualidade.

A oncoproteina c-MET possui alta afinidade com o fator de
crescimento hepatico (HGF/SF) e a alteragao de sinalizacdo de HGF/c-MET
em cordomas representa um papel importante no potencial maligno desta
neoplasia, especialmente em recorréncias e pior prognéstico. Esta € uma
caracteristica importante para muitos tecidos, incluindo o cancer, e tem sido
apontada como importante alvo das terapias genéticas (FORSYTH et al.
1993; FURUKAWA et al. 1995; RUCO et al. 1996, TERADA et al. 1998; HUG
e SLATER 2000; AISHIMA et al. 2002; OSTROUMOV e HUNTER 2008;
NAKA et al. 2009). Entretanto, para que o tratamento seja efetivo, este deve
atuar contra atividade de c¢c-MET e bloquear a sinalizacdo do HGF,
simultaneamente, promovendo a morte das células tumorais, além de
oferecer um melhor prognéstico para pacientes com tumores irressecaveis
(MAZZONE e COMOGLIO 2006; OSTROUMOV e HUNTER 2008). Neste
estudo, a maioria das amostras de cordomas pesquisadas para o marcador,
tanto de marcagdo de membrana, quanto citoplasmatica, apresentou

positividade de marcagao moderada na imunoistoquimica. Além disso, foi
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observada uma maior expressdao de c-MET em cordomas recidivados.
Entretanto, ndo foi encontrada associagao prognostica para estes pacientes.

Em relacdo a anadlise global de sobrevida em 5 anos, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre as variaveis clinicas e histolégicas
durante a analise univariada dos pacientes com cordomas. Nas analises
univariadas de sobrevida global em 5 anos em relagdo aos resultados de
imunoistoquimica das proteinas estudadas, foi encontrada associagcao
somente entre a expressao imunoistoquimica de pAKT e a taxa de sobrevida
dos pacientes. A expressdao de pAKT aparentemente esta diretamente
associada a queda das taxas de sobrevida dos pacientes com cordomas, ou
seja, quanto maior a expressao de pAKT, menor € a taxa de sobrevida. De
fato, alguns estudos demonstram a forte expressdo da proteina em
pacientes com cordomas (PRESNEAU et al. 2009; TAMBORINI et al. 2010).
TAMBORINI et al. (2010) sugere que a combinacdo de antagonistas de
tirosinas quinases, e inibidores de mTOR e MAPK podem levar a um melhor
controle do crescimento do tumor. Entretanto, nenhum estudo associa a
expressdao de pAKT com sobrevida dos pacientes, tampouco com
progndstico, sendo portanto nossos dados inéditos na literatura.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos afirmar que
os receptores de tirosina quinase estdo frequentemente expressos em
cordomas, sobretudo a expressdo de PDGFR-a, PDGFR-B, c-MET e AKT
fosforilada, sendo este Ultimo um importante marcador associado a
sobrevida dos pacientes, representando assim possiveis alvos terapéuticos

alternativos para o tratamento dos cordomas.



CONCLUSAO




76

8 CONCLUSAO

Os cordomas de nosso estudo se caracterizaram pelo acometimento
tanto do sexo masculino quanto feminino, com média de idade de 45 anos.
Localizaram-se preferencialmente na regido sacrococcigea, seguida da
regido do clivus. O tratamento cirurgico foi o de escolha na maioria dos
casos. Os pacientes apresentaram uma porcentagem relativamente alta de
ocorréncia de recidivas, em contrapartida, metastases nao foram frequentes.
O tipo histolégico mais comum foi o convencional, apresentando como
caracteristicas mais frequentes a presenca de matriz mixoide e
pleomorfismo celular.

Cordomas frequentemente mostraram positividade moderada ou forte
para PDGFR-a e 3, AKT fosforilada e c-MET, e positividade fraca para c-KIT,
c-erbB-2 e EGFR.

Alteracbes cromossOmicas (polissomias) do cromossomo 7 foram
encontradas através de FISH, porém alteragbes génicas do EGFR ou HER2
nao foram detectadas.

A maior expressao de pAKT esteve associada a menor sobrevida em
5 anos dos pacientes com cordomas nas analises univariadas.

O grupo dos tumores primarios e recidivados nao apresentaram
diferencas em relagao as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas. Porém a
expressao forte da proteina AKT fosforilada e do PDGFR-a foi mais
frequente nos cordomas primarios, e a expressao moderada de PDFGR- q,

em cordomas recidivados.
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ANEXOS




Anexo 1 - Construgao do TMA

1. Selecdo das areas do tumor em laminas de rotina para serem
amostradas em blocos de parafina;

Obtencgao de cilindros de 1,0 mm da area do tumor pelo TMA;
Montagem em duplicata em novo bloco de parafina com posi¢cao
bidimensional separado por espacos de 0,2 mm, determinados e
gravados pelo equipamento;

4. Cortes histologicos em diferentes niveis do TMA sao feitos a partir do
bloco receptor, separados por pelo menos 125 uym de distancia entre
dois cortes, realizados com um micrétomo manual;

5. Os cortes sao transferidos em fita adesiva para laminas adesivas
especiais (Instrumentics Inc., Hackensack, NJ, EUA);

Retirada da fita adesiva por exposicéo a luz ultravioleta;
Armazenamento das laminas cobertas por parafina, embaladas a

vacuo e congeladas em freezer a -20° C.



Anexo 2 - Protocolo da técnica de Imunoistoquimica:

11.

12.

13.

Desparafinizagao dos cortes histolégicos com 3 pm de espessura, do
material incluido em parafina e colocados em Iaminas silanizadas ou
carregadas eletricamente, e deixado em estufa a 60° C por meia
hora*;

Incubacdo em xilol a temperatura ambiente por 5 minutos cada,
quatro passagens em etanol (100%, 95%, 70%) por 5 minutos cada e
lavagem em agua corrente por 5 minutos;

Recuperagcado antigénica por calor em panela de pressao (Eterna®,
Nigro), utilizando-se solugao tampao citrato 10 mM pH 6,0 ou solugao
tampéao Tris EDTA 1 mM pH 9,0 a 125°C (30 segundos apoés atingir
125°C e pressao entre 20 e 25 psi) por 25 minutos™*;

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada por 5 minutos;
Bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada a 3% (agua
oxigenada 10 volumes) por 5 minutos;

Lavagem das laminas em Phosphate Buffered Saline (PBS/Tween)
por 5 minutos;

Bloqueio das proteinas inespecificas (Protein Block-serum free,
DAKO) por 20 minutos;

Incubacdo com anticorpo primario por 2 horas em temperatura
ambiente (Ta), em camara umida;

Lavagem em tampao PBS/Tween por 5 minutos (3 repetigdes);
Incubagdo com anticorpo secundario nao-biotinilado (Advance HRP
Link — DAKO) por 30 minutos (Ta);

Lavagem em tampdo PBS/Tween por 5 minutos sob as mesmas
condigdes citadas no passo 9;

Incubagdo com polimero (Advance HRP Enzyme — DAKO) por 30
minutos;

Lavagem das laminas em PBS/Tween por 5 minutos;



14.

15.
16.
17.
18.

19.

Revelagdo das reagbes com solugao substrato cromégeno 3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) por 5 minutos, 37° C, ao
abrigo de luz (Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen System, DAKO
Cytomation, Carpinteria, Califérnia);

Lavagem das amostras em agua corrente e destilada por 5 minutos;
Contracoloragao com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;

Lavagem em agua corrente e destilada por 5 minutos;

Desidratagao das laminas - 6 passagens em etanol a 50%, 80%, 95%
e 100%, sendo trés delas em 100%;

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Germany).

Nota: *Foram desparafinizadas na estufa apenas as laminas de TMA.

**A recuperagao antigénica dos marcadores foram feitas com solugao

tampao citrato, apenas para o anticorpo PDGFR beta a recuperagao foi

realizada com solu¢ao tampéao Tris EDTA.



Anexo 3 - Protocolo da técnica de FISH:

10
11

12
13

14

Desparafinizagdo dos cortes histolégicos com 3 ym de espessura,
incubando as amostras em xilol por 10 minutos, e em seguida em
etanol 100%, 95% e 70% por 5 minutos cada;

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada por 5 minutos;
Incubacéo das laminas em HCI 0,2 N por 20 minutos, a temperatura
ambiente;

Aquecimento das laminas em banho maria no citrato, pH 6,0, a 80° C,
durante 1h;

Incubacéo das amostras em pepsina por 8 minutos;

Lavagem das laminas em solugao adstringente por 2 minutos;

Incubar em alcool 70%, 80% e 100%, respectivamente, por 2 minutos
cada;

Apds o secamento das laminas em temperatura ambiente, aplica-se a
sonda. A aplicacdo da sonda é dividida em 2 etapas: Co-denaturacao
- 82° C por 5 minutos; Hibridizagao - 45° C por 18 horas;

Incubagao das laminas em banho maria em uréia, a 45° C, por 30
minutos;

Lavagem das laminas em solugdo adstringente por 2 minutos;
Desidratagado das amostras: Incubagéo em alcool 70%, 80% e 100%
respectivamente, por 2 minutos cada,;

Secagem das laminas em temperatura ambiente, no escuro;
Montagem da solugao fluorescente, DAPI (do inglés, 4,6’-diamino-2-
phenylindole);

Secagem das laminas em temperatura ambiente, no escuro.
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