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RESUMO

O cancer renal é uma das neoplasias malignas mais letais. As taxas de mortalidade tém
crescido mundialmente a despeito da evolugdo do diagnostico precoce e do surgimento de
novos farmacos ativos na terapia da doenca sistémica. Atualmente, para se estabelecer riscos
de morbimortalidade em céncer renal, os pacientes séo classificados de acordo com escalas e
nomogramas que ainda ndo conseguem predizer com acuracia a evolugdo clinica dos
mesmos. De longa data, ja sabemos da associacdo entre fendmenos tromboembolicos e
neoplasia. H& alguns anos, pesquisadores identificaram o fator tecidual como uma das
proteinas responsaveis por estes fendmenos e desde entdo varios estudos tém sido conduzidos
tentando identificar em diferentes tipos tumorais a associacdo entre fator tecidual,
tromboembolismo e neoplasia. Em 2009, nosso grupo analisou a correlacdo da expressdo
imunoistoquimica do fator tecidual com sobrevida em pacientes com tumores de Wilms.
Neste estudo, houve importante associacdo entre expressdo elevada do fator tecidual e pior
prognostico. O objetivo do presente trabalho foi correlacionar a expressdo imunoistoquimica
deste mesmo fator tecidual com fatores prognosticos e mortalidade em 58 pacientes
portadores de tumores de células claras de rim submetidos a cirurgia no Hospital Sdo Lucas
da PUCRS nos anos de 2004 & 2007 e que tiveram acompanhamento por pelo menos 5 anos.

PALAVRAS-CHAVE: neoplasia renal, tromboplastina, prognéstico, mortalidade



ABSTRACT

Renal cell carcinomas (RCCs) are among most the most lethal malignant neoplasms. Despite
the evolution in the development of new drugs and imaging studies, mortality rates have
increased around the world. Currently, to establish risks of mortality in RCC patients are
classified according to scales and nomograms that can‘t accurately predict clinical outcomes.
The association between cancer and thromboembolic events is well known for a long time. A
few years ago, researchers identified tissue factor as one of the proteins responsible for these
phenomena and several studies have been conducted trying to correlate the expression of
tissue factor with cancer. In 2009, a study conducted by our group described the important
association between the immunohistochemical expression of tissue factor and mortality in
patients with Wilms' tumours. The aim of the present study was to correlate the
immunohistochemical expression tissue factor with prognostic factors and mortality in 58
patients surgically treated at Hospital S&o Lucas in the years 2004 to 2007, who had been

followed for at least five years.

Key Words: Kidney neoplasms, thromboplastin, prognosis, mortality
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1 INTRODUCAO

Os tumores de rim sdo responsaveis por cerca de 2-3% de todas as neoplasias
malignas®. Apesar de representarem um percentual pequeno em comparacio a outras
neoplasias, possuem uma elevada taxa de letalidade. Estima-se que nos EUA 64.000
novos casos serdo diagnosticados e que 13.000 pacientes irdo morrer em decorréncia
de neoplasias renais no ano de 2012.' Dados da Unido Européia ndo sdo muito
diferentes: 63.000 casos diagnosticados com 26.400 mortes relacionados ao cancer de
rim por ano.? No Brasil, a incidéncia desta neoplasia é de 7-10 casos a cada 100.000

habitantes/ano nas areas industrializadas, com uma taxa menor nas areas rurais>.

Segundo o Servico de estatistica e epidemiologia dos EUA (SEER) cerca de
1,6% dos americanos nascidos em 2012 irdo desenvolver cancer renal em algum
momento de sua vida. Este valor também pode ser expresso como um para cada 63
norte-americanos'. A prevaléncia atual de carcinoma renal nos EUA chega a 325.182
casos’. No Brasil, um estudo epidemiolégico realizado nos Gltimos anos mostrou um
pouco da realidade deste tumor. O ENCARE, estudo realizado pela Sociedade
Brasileira de Urologia, coletou dados durante o periodo de maio de 2007 a maio de
2008 chegando ao numero de 508 casos, com predominio do sexo masculino (58.9%),
brancos (78%) e com a media de idade em 59.9 anos. A grande maioria era de casos
localizados (90.5%) com apenas 9.5% de casos ja com metastases®. Os dados globais
indicam que os homens sdo mais afetados em cerca de duas vezes e a faixa etaria mais
prevalente é a dos 50 aos 70 anos. Varios fatores etiologicos tém sido estudados. O
tabagismo aumenta em mais de duas vezes o risco de desenvolver cancer renal. Outros
fatores importantes e de grande prevaléncia na populacdo geral sdo a obesidade e a
hipertensdo arterial sisttmica. Alguns fatores ainda em estudo, como doenca renal

cronica e doenca renal cistica também foram descritos®.

O carcinoma de células renais tem origem no epitélio do tdbulo contorcido
proximal. A grande maioria dos casos sdo esporadicos, apenas 2-3% de casos ditos
familiares®. Estudos genéticos mostram que o0s principais genes envolvidos sdo o VHL

(Von- Hippel-Lindau), o TSK e o ¢c-MET. Existem pelo menos quatro sindromes
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hereditarias genéticas: a doenca de Von-Hippel-Lindau, o carcinoma papilar

hereditario de rim, o oncocitoma renal familiar e o carcinoma renal hereditario.” Dos
tipos histoldgicos existentes, cerca de 85% séo carcinomas de células claras. Outros
tipos histolégicos como papilar e croméfobo s&o mais raros.® Estudos realizados em
grandes centros como a Mayo Clinic e 0 Memorial Sloan Kettering Cancer Centre em
séries com grande numero de pacientes mostram que o subtipo de células claras
apresenta pior prognadstico quando comparado a outros tipos histolégicos de neoplasias
renais™®. Algumas caracteristicas das células tumorais podem ajudar a definir o
prognostico. Fuhrman et al'! propuseram um sistema de classificacdo de tumores
renais baseado na morfologia nuclear. A escala varia de 1 a 4 sendo o grau de melhor
prognostico aquele com nucleos menores com morfologia regular e sem nucléolos
(Grau 1) e o de pior progndstico aquele com nucleos acima de 20mm, formas bizarras
e varios nucléolos (Grau 4). Estudos ulteriores confirmaram o escore de Fuhrman
como marcador independente de prognéstico no carcinoma renal, em especial no de

células claras.!>*

Quando a doenca esté localizada, o0 melhor tratamento é a remogdo cirdrgica, a
qual apresenta uma sobrevida cancer especifica superior a 90%. O problema é que
tumores muitas vezes sdo diagnosticados tardiamente quando a doenca ja esta
localmente avancada. Aproximadamente 20% a 30% dos pacientes com CCR
apresentam-se metastaticos quando do momento do diagnostico. Além disso, mesmo
em pacientes submetidos a tratamento cirirgico com resseccao completa, cerca de
30% apresentardo recidivas, sendo os locais mais frequentes de metastases 0s

pulmdes, os 0ssos, o figado e o cérebro.

Vaérios fatores clinicos e laboratoriais bem como fatores relacionados ao tumor
em si ja foram estudados como preditivos de sobrevida. Dentre estes, podemos citar o
estadiamento clinico, principalmente a presenca ou auséncia de metastases linfonodais
ou a distancia, o tamanho tumoral, a presenca de invasdo linfatica ou vascular
intratumoral, a localiza¢do do tumor, a presenca de necrose tumoral, a proximidade do
seio renal, entre outros.™ Geralmente, os fatores relacionados aos tumores como grau
de Fuhrman, tamanho do tumor, subtipo histologico e classificagio TNM séo

considerados os mais importantes por serem independentes para predizer sobrevida®®.
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Um estudo realizado pelo Instituto Nacional do Céncer no Brasil analisou fatores

prognasticos ratificando os dados ja presentes na literatura mundial. As varidveis neste
estudo que se mostraram como independentes na predicdo de sobrevida livre de
doenca foram o subtipo histoldgico, a presenca de necrose tumoral, 0 envolvimento
linfonodal e a presenca de metéstases’’. A associagéo de fatores clinicos, laboratoriais
e os relacionados aos tumores em si, utilizando modelos maltiplos e nomogramas tém
mostrado melhor acurécia preditiva do que quando observamos os fatores de risco
isoladamente. *® Para estabelecer a chance de recidiva local e sistémica em carcinoma
de células claras inicial tém sido utilizados o modelo proposto pela UCLA que
combina a classificacdo TNM, o grau de Fuhrman e o escore de Karnofsky™ e o
SSIGN que analisa através da classificagdo TNM -1997 o tamanho do tumor, o grau

nuclear (Fuhrman) e a presenca de necrose tumoral.?

Outras escalas e nomogramas
utilizados sdo o de Karakiewsky”' e o de Leibovich?. Alguns marcadores moleculares
ja foram estudados em CCR. Destes, 0s mais relevantes sdo a anidrase carb6nica 1X, o
Ki67,2 o HIF** e 0 IMP3%®. Nenhum deles isolado ou em associacdo consegue
predizer hoje, com acurdcia, qual paciente com cancer renal ird evoluir

desfavoravelmente.
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Fig.1 Estadiamento TNM 2010

Primary Tumor (T)

TX  Primary tumor cannot be assessed.

TO  No evidence of primary tumor.

T1 Tumor <7 cm in greatest dimension, limited to the kidney.

Tla Tumor <4 cm in greatest dimension, limited to the kidney.

T1b  Tumor >4 cm but not >7 cm in greatest dimension, limited to the kidney.

T2  Tumor >7 cm in greatest dimension, limited to the kidney.

T2a Tumor >7 cm but <10 cm in greatest dimension, limited to the kidney.

T2b  Tumor >10 cm, limited to the kidney.

T3 Tumor extends into major veins or perinephric tissues but not into the ipsilateral adrenal gland and
not beyond Gerota fascia.

T3a Tumor grossly extends into the renal vein or its segmental (muscle containing) branches, or tumor
invades perirenal and/or renal sinus fat but not beyond Gerota fascia.

T3b  Tumor grossly extends into the vena cava below the diaphragm.

T3c  Tumor grossly extends into the vena cava above the diaphragm or invades the wall of the vena cava.
T4  Tumor invades beyond Gerota fascia (including contiguous extension into the ipsilateral adrenal
gland).

Regional Lymph Nodes (N)

NX  Regional lymph nodes cannot be assessed.

NO  No regional lymph node metastasis.

N1 Metastases in regional lymph node(s).

Distant Metastasis (M)

MO  No distant metastasis.

M1  Distant metastasis.

Anatomic Stage/Prognostic Groups

Stage T N M
I T1 NO MO
I T2 NO MO
I TlorT2 N1 MO

T3 NO or N1 MO
v T4 Any N MO

AnyT  AnyN M1

Fonte: AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010,

A associacdo entre fendbmenos tromboembdlicos e neoplasias remonta ao seculo XI1X
com os relatos de tromboflebite em tumores gastrintestinais descritos inicialmente por
Armand Trousseau em 1865, dando nome a Sindrome de Trousseau (neoplasia
associada a fenémeno tromboembélico)?. Atualmente, sabemos que o cancer por si s6
aumenta em quatro vezes o risco de trombose, enquanto que a realizacdo de
tratamentos quimioterapicos aumenta em seis vezes estes riscos, com relagdo a

27
l.

populagdo geral.”” Desde o inicio, diversas moléculas foram estudadas e sugeridas

como provaveis causas dos fendmenos tromboembdlicos: IL1-B,TNF-a e IL6 e o fator

|28

tecidual®™. O fator tecidual (FT) € uma glicoproteina transmembrana inicialmente

conhecida como tromboplastina, composta de 219 aminoacidos no dominio
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extracelular, 24 residuos de aminoacidos na regido da membrana e 28 amino&cidos no

dominio citoplasméatico. Em circunstancias normais o FT somente € expresso em
células extravasculares, como os fibroblastos subendoteliais dos 0Orgdos internos,

29 Estudos conduzidos em

principalmente cérebro, coracdo, rim e placenta.
camundongos mostraram que a inibicdo do FT ou niveis circulantes de FT baixos
correlacionam-se com sangramentos em alguns tecidos, notadamente cérebro e
corago. *° Quando ocorre uma leséo endotelial o FT é liberado na corrente sanguinea
e entra em contato inicialmente com o fator VII circulante formando um complexo
FT-FVII-a que por sua vez é co-fator para ativagdo do fator X em X-a. O fator X-a ira
converter a protrombina em trombina. A trombina ativa as plaquetas e converte
fibrinogénio em fibrina, essencial para a estabilizacdo do coédgulo. Este é o inicio da

cascata de coagulagdo. *

Fig2 Papel do FT na coagulagéo sanguinea

A- Vaso sanguineo com camada intima (1) que ndo expressa FT e camada subendotelial contendo
FT.(2)

B- Quando ocorre lesdo endotelial o FT entra em contato com os fatores de coagulacdo na corrente
sanguinea especificamente o fator VIl dando inicio a cascata de coagulacéo.

A B

Fonte: Versteeg et al em Molecular Medicine 2004; 10: 7.

Estudos genéticos conseguiram mostrar que as células neoplasicas expressam alta
quantidade de FT devido a alteracbes em genes responsaveis pela regulacdo do ciclo
celular como o0 k- RAS e 0 p-53. Neste estudo realizado com células de carcinoma
colorretal os autores demonstraram que as células inicialmente perdem a fungdo
reguladora do gene p-53, com subsequente ativacdo das vias sinalizadoras MAPK e

PI13-Kinase levando, em ultima forma, a um aumento na expressao de FT pelas células
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neoplésicas.® Experimentos realizados in vivo confirmam modificagdes no p53 com

consequente aumento na expressdo do FT. A grande maioria do FT ndo esta na
circulacdo sanguinea, apenas uma pequena fragdo denominada microparticulas de FT (
MP’s).3® Em individuos saudaveis, estas MP’s estdo em pequena quantidade. Porém
Dvrorak e cols. mostraram que as células tumorais liberam grande quantidade destas
MP nas circulagdo sanguinea e que estas MP ativariam a cascata de coagulacdo de
maneira mais intensa, aumentando os fendmenos tromboembélicos.**  Estudo
realizado em camundongos inoculados com cancer pancreadtico humano encontrou
correlacdo positiva entre os niveis de FT circulantes e atividade do complexo
trombina, um marcador de ativacio da cascata de coagulacdo.*> Em resumo, 0s
resultados sugerem que os tumores sdo parcela fundamental para producdo do FT
circulante que por sua vez determina um estado de hipercoagulabilidade, aumentando

a incidéncia de tromboembolismo.%®

Mais recentemente, um estudo mostrou que o FT ndo somente estimula
fendmenos tromboembdlicos, mas parece apresentar propriedades ndo hemostéaticas
essenciais para a progressdao do cancer. A ligacdo do FT ao FVlla formando o
complexo inicial da cascata de coagulacdo também determina algumas alteracdes
intracelulares, como transcricdo génica, sobrevivéncia celular e mudancas
citoesqueléticas, necessarias para uma resposta adequada ao ambiente local. Neste
sentido, uma familia de receptores recebe maior destaque, os chamados PAR (
protease-activated receptors) numerados de 1 a 4.’ Estes receptores sdo ativados
quando h& quebra da terminacdo amino extracelular. Os receptores 1,3,4 sdo ativados
principalmente pela trombina e o PAR1 também pela plasmina. Recebe maior
destaque o PAR2 por apresentar ativacao principalmente com o complexo FT-FVlla.
Quando o FT se liga ao FVlla e este ao PAR2, ocorre ativacdo intracelular de quinases
responsaveis por fazerem um rearranjo citoesquelético e por aumentarem a sobrevida
celular. A ativacdo destas quinases da inicio a um programa intracelular que aumenta a
sintese de proteinas pro-angiogénicas como o VEGF, Cyr61, CTGF, CXCL1 e IL8S,
corroborando a ideia de que o FT tem papel fundamental também na disseminacdo dos
tumores ao aumentar a sintese destas protefnas. 3 Diferentemente da estimulagdo do
PAR?2, as isoformas do FT chamam atencdo para as propriedades ndo hemostaticas do
FT. Duas isoformas tém chamado a atengdo neste aspecto recentemente. O TF-A



18
resulta de um processamento alternativo no exon 1, e em células sadias ndo

transformadas constitui menos de 1%, ao passo que em células neoplasicas o nimero
de TF-A chega a 10%.% Outra isoforma foi identificada por Bogdanov e cols. em
2003, sendo nomeada alternative-splice TF ou asTF.* Normalmente o FT ¢é
processado e codificado por seis exons ao passo que o asTF € codificado por cinco
exons. Esta alteragdo determina que excepcionalmente esta variante do FT seja soltvel
e possa ser detectada no plasma. As isoformas do FT parecem ter papel chave
principalmente em neoplasias. O fato de ser recente esta descoberta e de ndo
dispormos de reagentes especificos subestima sua real importancia. “* Uma dificuldade
que encontramos atualmente € ndo podermos distinguir a expressdao do FT da
expressao do asTF. O unico estudo realizado que mostrou que o aumento da expressao
de asTF associou-se a pior sobrevida foi o estudo de Rollin et al., conduzido em
carcinoma de pulméo nio pequenas células.** Resumidamente, o complexo FT-FVIla-
PAR?2 sinaliza para o citoplasma e para o ndcleo da célula uma série de mecanismos
que vdo influenciar na sobrevida celular, motilidade celular e producdo de fatores

angiogénicos.*®
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Fig3. Sinalizacdo intracelular FT-FVIla-PAR2 para promover modificacdes celulares através do
aumento de sintese de fatores pro-angiogénicos.

Vila
\ ¥ PAR2
P
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Fonte: Ruf et al. em Arterioscler Vasc Thromb Biol 2010; 5:1546

A expressdo do fator tecidual esta aumentada em mais de 1000x principalmente
em neoplasias de origem epitelial como pancreas, pulmao ndo-pequenas células,
colorretal e mama. ** Na maioria destes, houve correlacéo positiva entre 0 aumento da
expressdo de FT e parametros clinicos e patolégicos como numero de vasos
tumorais®, fndice de metéstases*®, grau de diferenciacdo do tumor e sobrevida. " Em
estudo realizado para analise da expressdo do FT em neoplasia de ovéario, Han et al
compararam o0s niveis séricos do FT em neoplasia benigna de ovario, lesbes ovarianas
com baixo potencial de malignidade e neoplasia maligna de ovario. Os resultados
mostraram que o0s pacientes com neoplasia maligna de ovario expressaram niveis mais
elevados de FT e que esta dosagem sérica mais elevada € fator progndstico

independente de mortalidade relacionada a doenca.*®

Em relacdo a neoplasias urologicas, Forster et al, publicaram em 2003 a
primeira analise da expressdo de FT em neoplasia renal. Foram 18 pacientes com
carcinoma de células claras de rim dos quais analisou-se a expressao do FT em tumor
a fresco pela técnica de ELISA e a quantificacdo do RNA mensageiro do FT por PCR.
Houve elevada expressao do FT no tecido sem tumor em comparacao a quantidade de

FT no tecido neoplasico. Também neste mesmo estudo, os autores realizaram coleta de
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sangue em 75 pacientes com CCR e 92 voluntérios sadios pareados por idade. N&o

houve aumento de FT no soro dos pacientes com cancer na comparagdo com
individuos saudaveis. Ndo foi feito neste estudo correlacdo destes parametros de

expressdo com qualquer desfecho clinico ou sobrevida. *°

Como o FT pode estar relacionado a progndstico? Sabemos que 0s tumores se
disseminam atraves do espaco intravascular dando origem as metastases
hematogénicas. Células neoplasicas expressam alta taxa de fator tecidual e, por
mecanismo de ativacdo da cascata da coagulagdo estimulam em Gltima forma o VEGF
(vascular endothelial growth factor) responsavel pela angiogénese tumoral. ***! Zhang
e cols. em estudo realizado em sarcomas mostraram que células transfectadas com FT
induziram tumores mais vascularizados quando injetadas em camundongos devido a
um aumento na regulacdo do VEGF.>? Outros estudos conduzidos em camundongos
mostraram que a inibicdo da via FT reduziu significativamente a quantidade de

metastases pulmonares quando comparados a camundongos controles.*

Fig.4 Esquematizacéo da fungdo do FT na producdo de metéstases,
crescimento tumoral e angiogénese.

ot (15 P1.
T
¥ Tumor L AR
NK-Cell Gromth Er B .
Protection Faclors ¥
Angiogenesis \

=]

Fonte: Ruf et al. em Arterioscler Vasc Thromb Biol 2005; 25:1546

Outro ponto importante é a influéncia do FT no crescimento tumoral. Trabalhos
iniciais ndo conseguiram comprovar que o0 aumento da expressdo do FT
corresponderia a um aumento do tumor. Porém, estudo recente em camundongos

mostrou que a inibicdo da via de ativagdo do FT em tumores colorretais conseguiu
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reduzir o tamanho do tumor. A conclusdo é de que neste ultimo estudo a resposta

ocorreu in vivo enquanto in vitro ndo houve reducéo tumoral. >

Em funcéo destes dados, pesquisadores tem tentado bloquear de alguma forma
avia do FT, tanto para diminuir a incidéncia de tromboses, como também para evitar
a progressao tumoral. Drogas menos especificas como a varfarina (antagonista da
vitamina K) e a heparina em estudos experimentais mostraram alguma reducdo na
incidéncia de metastases, mas provavelmente sem ligagdo com o FT.>*® Através de
um mecanismo de feedback negativo, 0 aumento na quantidade de fator Xa leva a
producdo de um inibidor de protease plasmatico conhecido como inibidor da via do FT
(TFPI). Além da inibicdo da via do FT, esta protease forma um composto quaternario
que inativa o FT, FVlla e FXa. A inibicdo da via especifica do FT-VIla-PAR2 através
do anticorpo monoclonal 10H10 ja mostrou reducdo no crescimento tumores de mama
em camundongos e pode ter potencial terapéutico sem afetar as propriedades de

coagulacio necessérias do FT. */

Atualmente, duas novas drogas estdo sob investigacdo em estudos clinicos. O
ALT-386 é um anticorpo inibidor do FT e o PCI-27483, uma pequena molécula
inibidora da via FT-FVIla-PAR2. Ambos sdo estudos que ainda estdo em fase de
recrutamento de pacientes em tumores soOlidos epiteliais e pancreaticos
respectivamente. *®*° Os resultados destes dois estudos podem introduzir novas
modalidades de tratamento de neoplasias e tromboses relacionadas, definitivamente

colocando o FT como marcador de progndstico e alvo terapéutico de primeira linha.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou que a expressao
imunoistoquimica do fator tecidual (FT) foi o principal fator progndstico de
recorréncia e de 6bito em nefroblastomas.®® A angiogénese tumoral parece ser
fundamental para a progressao local e para o processo de metastatizacdo em diversas
neoplasias, sendo previamente estudada por nosso grupo em tumores de prostata®’,

bexiga® cabeca e pescoco ®, estomago® e colorretais®.



22

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

- Determinar o padrdo de expressdo imunoistoquimica do FT em carcinomas de células claras
de rim submetidos a tratamento cirdrgico no Hospital So Lucas da PUCRS, com seguimento

minimo de 5 anos.

2.2 Objetivos Especificos

- Correlacionar a intensidade da expressdo imunoistoquimica do FT com fatores progndésticos

em neoplasias renais;

- Correlacionar a intensidade da expressdo imunoistoquimica do FT com a sobrevida global.
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3 Justificativa

A justificativa para a realizacdo deste trabalho estd fundamentada
principalmente na necessidade de novos fatores prognosticos relevantes em neoplasias
renais e na importancia do FT como fator prognoéstico independente em diversas
neoplasias. Nossa hipotese é de que a expressdo elevada do FT em amostras de tecido
de pacientes com carcinoma de células claras de rim tenha correlagdo com fatores de
pior prognostico em carcinomas renais € com maior mortalidade. Até o presente
momento, ndo ha descri¢do na literatura da expressdo imunoistoquimica do FT em
CCR, nem da associacdo entre a expressao imunoistoquimica do FT e a evolucdo

clinica destes pacientes.
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Purpose: increased expression of tissue factor (TF), a primary initiator of the extrinsic
coagulation pathway, has been associated with a worse prognosis in a variety of solid
tumours. We report for the first time the correlation of the immunohistochemical expression
of tissue factor with clinical and pathological outcomes in clear cell carcinomas of the kidney.

Material and Methods: immunohistochemical expression of tissue factor was evaluated in
58 paraffin-embedded samples of clear cell carcinomas of the kidney treated at the same
university hospital, and was correlated with clinical and pathological variables and with
overall survival.

Results: high intensity tissue factor expression (TF area > 40 um?) was observed in 22.4% of
the tumours (13 patients), and was the most important predictor of overall mortality, both in
univariate and multivariate analysis (p < 0.001). Median overall survival for both groups was
65 months; 78.2 months for patients in the group of lower TF expression and 24.0 months for
the patients in the group of higher TF expression (log rank p < 0.001). The hazard ratio for
mortality was 7.2 (CI 3.0-17.6) for tumours with increased TF expression.

Conclusions: Increased TF expression by immunohistochemistry was the most important
independent prognostic factor of mortality in a contemporary cohort of patients with renal cell
carcinoma. Further studies are necessary to define the role of TF in clinical practice.
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INTRODUCTION

Renal cell carcinomas are responsible for 2-3% of all solid malignancies, and its
incidence and mortality rates have been increasing over the last decades. It is a highly lethal
neoplasm, with estimated 64,000 new cases and 13,000 deaths in the U.S. for 2012." Clear
cell carcinomas represent 85-90% of all renal cell cancers, and are usually associated with
increased mortality.? Most renal tumours diagnosed nowadays are small solid lesions,
incidentally discovered during imaging tests such as abdominal ultrasounds or computerized
tomography scans, which when adequately treated may yield up to 95% 5-years cancer
specific survival rates.* However, a substantial proportion of cases (up to 30%) are still
diagnosed in the metastatic setting, in which cure is rarely possible and less than 5-10% of 5-
year cancer-specific survival is expected.* Many pre and postoperative prognostic factors have
been reported in renal cell carcinomas, such as tumour size, clinical and pathological stage,
Fuhrman grade, among others. However, none of these factors, isolated or in association can
predict with certainty which tumours will eventually recur and affect patients’ survival.” Thus,
a continuous search for novel prognostic markers in renal cell carcinomas is justified, to better
predict prognosis and to plan more efficacious, individualized therapeutic strategies.

The association between cancer, coagulation and thrombosis was first reported in
1865, when Armand Trousseau described an increased rate of thrombotic events in patients
with gastrointestinal tumors.> Further studies revealed that one of the pivotal agents involved
in this association was tissue factor, or thromboplastin.® A trans-membrane glycoprotein,
tissue factor (TF) is responsible for the initiation of the extrinsic coagulation pathway. TF is
abundant in the sub-endothelial layer of blood vessels and in tissues surrounding most internal
organs, in which it supposedly acts as a natural haemostatic barrier.” When exposed, TF

initiates the coagulation cascade, resulting in fibrin formation. Increased expression of TF was
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also described in tumour cells of a variety of solid neoplasms, including melanomas,? breast,’

prostate,’® lung,™* ovarian,** gastrointestinal,*® bladder and renal cancers.** In some studies,
increased TF expression was correlated to worse clinical outcomes. ®** We have recently
reported on the positive association between increased TF expression and poor prognosis in
patients with Wilms tumors.™® We now describe the expression of TF by
immunohistochemistry in clear cell carcinomas of patients with a minimum follow-up of five
years after the initial treatment, correlating TF expression with clinical and pathological

variables, and with overall survival.

MATERIALS AND METHODS

Our initial cohort was composed of 60 patients with clear cell carcinoma of the kidney
diagnosed and treated at a University hospital in southern Brazil (Hospital S&o Lucas) from
2004 to 2007 with either partial or radical nephrectomy. We excluded from analysis two
patients in whom paraffin blocks were unavailable or considered inadequate for analysis due
to insufficient tumour tissue; thus, our final study group consisted of fifty-eight patients
(N=58). We considered as variables age at the time of diagnosis, gender, Fuhrman grade,
TNM stage (2010) and TF expression. Overall survival was considered the main outcome
measure.

Patients’ age at the time of diagnosis was registered in months and years. For
statistical analysis, we considered three months as 0.25, six months as 0.50, and nine months
as 0.75 years.

Histological grade was ranked in four categories (I-1V) as defined by Fuhrman,*® and the

same pathologist (VDS) reviewed all pathology slides. The 2010 TNM was used for both
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clinical and pathological staging. The attending surgeon determined the surgical approach

(partial or radical nephrectomy) in each case.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis was performed in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
samples. Five-micron sections were cut onto coated slides and deparaffinated by routine
techniques. Analysis of TF expression was performed in a blinded manner, using a Zeiss
Axioskop 40® (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) optical microscope at a magnification of
100X and Image Pro Plus 4.5.1® image analysis software (Media Cybernetics, Rockville,
U.S.A.). Samples of prostate carcinoma were used as positive and negative controls of TF
expression.

Immunohistochemical expression of TF was evaluated with a quantitative methodology,
selecting and digitizing microscopic fields where there was positive staining at 100X
magnification without imaging superposition.'” The number of images selected for each case
varied from one to five. Each image file had a total area of 361,918 um?. In all images
captured, analyses were performed with a 24-bit colour selection method, with the creation of
RGB colour reference files, which were applied to all images to define the measurement area,
as shown in figure 1.8 Results were expressed in pmz. We defined high or low
immunohistochemical expression of TF according to the median of the areas measured in all
cases. Three independent observers agreed with the selection process of the areas examined
in all cases.

Clinical, pathological, and follow up data was obtained through chart reviews and,

whenever required, telephone contacts or active residence search.
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Figure 1. TF staining in renal cell carcinoma. A Low staining for TF expression (area < 40 pm?)
in RCC tumour; B High intensity of staining for TF (area > 40 um?) in RCC tumour (reduced
from X100). C and D images captured with 24 bit select colours (RGB) both in low and high
intensity of staining for TF. The selected areas are marked in red.

Statistical Analysis and Ethics

Continuous data were described using mean and standard deviation. For asymmetric data
we used median and inter-quartile range. Categorical data were expressed using counts and
percentages. Baseline features were compared using Student's t test for continuous data and
chi-square tests for categorical data. A survival analysis was conducted using Kaplan-Meier

method followed by log rank test for comparison between groups. A multivariable analysis
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based on the Cox regression model was used to adjust for confounding (p<0.005). Data were

analysed using SPSS version 18.0®. The study protocol was reviewed and approved by the

ethics committee at the University Hospital.

RESULTS

Clinical and pathological variables of the patients in our cohort are shown in table 1
(N=58). Most patients were male (n=40; 69.1%), and mean age was 58.8 years (31-91 years).
Mean tumour size was 6.1 cm (range 2.1-19.0 cm). Regarding Fuhrman, 13 patients (22.4%)
were grade 1, 28 (48.0%) were grade 2, 10 (17.2%) were grade 3 and 7 (12.0%) were grade 4.
At diagnosis, 28 patients (50.0%) were TNM stage |, six (10.7%) were stage 11, 15 (26.7%)
were stage Ill, and seven (12.5%) were stage IV. TNM data was missing for two patients.
Stratification of the immunohistochemical expression of TF was done according to the
intensity of TF staining, with a cut off point of 40pm?.

The groups of patients with low and high intensity of TF staining were homogeneous
for age, gender and tumour size (all p > 0.05; table 1). Patients with high intensity of TF
staining had a greater proportion of less differentiated tumours (Fuhrman grades 3 and 4; p <

0.05) and of higher pathological stages (TNM 3 and 4; p < 0.002).
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Table 1 — Patients characteristics.

Tissue Factor

- > 40 pm?> < 40 pm?
Characteristics n =‘i3 n =35 p

Age, years 58.8 + 8.8 58.8 + 14.4 0.994%
Male sex, n (%) 9 (69.2) 31 (68.9) 0.632!
Tumour size, cm 72422 5.8+3.2 0.1491
Fuhrman grade, n (%) 0.019"

1 2 (15.4) 11 (24.4)

2 4 (30.8) 24 (53.3)

3 2 (15.4) 8(17.8)

4 5 (38.5) 2 (4.4)
TNM stage, n (%)* 0.002

| 1(8.3) 27 (61.4)

I 2 (16.7) 4(9.1)

I 5 (41.7) 10 (22.7)

IV or more 4 (33.3) 3(6.8)

Legend: Data are presented as mean * standard deviation or counts (%).
TNM: TNM staging classification for renal cell carcinoma. * TNM data missing for 2
patients. p: statistical significance, [a]: Student’s t test, [b]: Fisher's exact test.

In our cohort, 21 patients died during follow-up (36.2%). Seven patients (12.0%) were
metastatic at diagnosis, all of whom have died of the disease, eight developed recurrences
during follow-up, and subsequently died (13.7%), four (6.8%) died of unrelated causes during
follow-up and two (3.4%) died in the postoperative period of complications associated with
the surgical procedure. Forty-five patients had low intensity expression of TF (77.6%), while
13 patients had high intensity expression of TF (22.4%) in the immunohistochemical
analyses. Median overall survival was 65 months; 78.2 months for patients in the group of
lower TF expression and 24.0 months for the patients in the group of higher TF expression
(log rank p < 0.001; fig. 2). Increased TF expression was statistically associated to decreased

survival, as shown in figure 2.
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Figure 2. Overall survival curves for patients with lower and higher TF staining.

HR=7.2 (95%CI: 3.0to 17.6)
Piog ranky<0.001

Survival Proportion

TF expression = 40 pm?

0.0 J T ' T J T Y T T T
0 12 24 36 48 60
Follow-up (months)
No. at risk
TFexp <40 pm? 45 42 40 38 38 35 32 32 29 26 20
TFexp 2 40 um? 13 10 6 5 4 2 2 2 1 1 1

Figure 2 — Kaplan-Meier curves representing survival for renal cancer patients comparing
those with high (> 40 mm?) vs. low (< 40 mm?) tissue factor expression.

To further assess the impact of the intensity of TF staining as a significant predictor of
mortality, we performed a multivariable regression analysis adjusted for some of the reported
prognostic factors in renal cell carcinomas, such as patients’ age, tumour size, gender, TNM
stage, and Fuhrman grade. In the multivariable model, increased TF expression remained as

the most important independent prognostic factor for increased mortality (table 2).
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Table 2 — Association of high intensity tissue factor expression and selected variables with
death among renal cancer patients (patients=58, events=21).

Univariate Analysis Multivariable Analysis

Variable HR  95%Cl p HRE  9504ClI P
Tissue factor expression >40 um? 7.21 3.00t0 17.63 <0.001  8.20 2.66 to 25.33 <0.001
Age, years 1.03 0.98t01.05 0.351 1.04 1.00t01.08 0.074
Female sex 0.45 0.15t01.34 0.151 042 0.14to1.27 0.124
Fuhrman grade > 3 1.88 0.79to4.47 0.156 0.95 0.35t02.59 0.924
Tumour size, cm 1.09 098t01.21 0.130 1.04 0.89t01.20 0.655
TNM stage Il or more 3.77 151t09.38 0.004 2.37 0.84t06.70 0.105

[a]: Hazard ratio obtained in a Cox proportional hazards model including all listed factors;
p: statistical significance; 95%CI: 95% confidence interval.

DISCUSSION

In spite of a recent shift towards earlier stage at presentation, mortality rates from clear
cell carcinoma of the kidneys are increasing. Such trend may be explained by the fact that a
considerable proportion of cases are advanced at diagnosis, and it is known that even small
lesions of less than 4 cm in diameter present with metastasis in 4-7% of cases.™ In our study,
12% of patients had metastatic disease at presentation. This is similar to most international
series,”®?! but compares favourably with the statistics published by the Brazilian National
Institute of Cancer, in which roughly 20% of cases were metastatic at diagnosis.?

Most our cases were treated by radical nephrectomy (77.5%), whereas partial
nephrectomies were performed in 22.5%. The proportion of partial nephrectomies has been
increasing over the years globally in face of smaller tumours at diagnosis; however, partial
nephrectomies are still outnumbered by radical nephrectomies in most series, and ours is no
exception.”® Our perioperative mortality rate was 3.4% (2/58), higher than that of most
recently published surgical series of radical and partial nephrectomies (around 0.9%),% but
we have to consider that one of our patients who died in the first postoperative day was an
octogenarian. In one of the largest series of nephrectomies in octogenarians, Berger et al®
reported a 38% morbidity rate and a 3.3% operative mortality rate, and advise caution in

indicating renal surgery at this age range.
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In spite of many prognostic factors available for renal cell carcinoma, it still not

possible to accurately identify which patient will have a favourable or an unfavourable
outcome. The best tools to predict mortality from renal cell carcinoma yield c-indexes
(concordance indexes) of 88%. 2° Clearly, new markers need to be unveiled in order to
improve prognostic accuracy in renal cell cancer. Increased immunohistochemical expression
of TF was associated with worse outcomes and mortality rates in many solid neoplasms
(melanomas, breast, prostate, lung, ovarian, gastrointestinal).>™® Additionally, we have
recently published that in Wilms’ tumours, the most common kidney neoplasms in children,
an increased immunohistochemical expression of TF was the most important predictor of
tumour recurrence and mortality.™ In renal cell carcinomas, to our knowledge this is the first
study reporting TF expression by immunohistochemistry in the indexed literature. In 2003,
Forster et al'* have published a study in which they reported TF expression by an enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) test and by a LightCycler ™ polymerase chain reaction
(PCR) assay both in malignant and benign tissues of patients with prostate, bladder and renal
cell carcinomas (18 patients with RCC). With these methodologies, they have found a greater
expression of TF in the normal tissues in comparison to the neoplastic samples. In the same
study, the authors tested for serum TF expression in 75 patients with RCC and 92 normal age-
matched controls, and could not detect a significant difference.** However, the authors did not

correlate their findings with clinical outcomes.

We believe that our findings are important since we present for the first time the
correlation of TF expression with clinical outcomes in RCC. Moreover, we have shown that,
although expressed in a minority of RCCs (22.4%), TF was the most significant predictor of
mortality in our cohort, with a very high hazard ratio (HR 7.2; CI 3.0-17.6). When tested for
possible confounding factors in the multivariable analysis, the importance of TF expression in
predicting mortality was enhanced even further (HR 8.2; Cl 2.6-25.3). The possibility of a
new prognostic factor in RCC is by itself a novelty, but we believe that the existing prediction
models may further increase their accuracy by including this marker, which should be a

subject of future studies.

A potential therapeutic role for anti-TF therapies is currently being investigated in a
variety of ways. It is believed that tumour TF may induce the coating of tumour cells with

fibrin, trapping the cells in the microvasculature and enhancing the process of hematogenous
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metastasis. In this regard, at least two experimental studies in mouses have shown that

blockage of the TF pathway with anti-TF antibodies or with tissue factor protein-inhibitor
(TFPI) has reduced the incidence of pulmonary metastases.’®?’ Additionally, it is believed
that the coupling of TF with coagulation factor VIla and protease-activated receptor 2 (PAR2)
drives angiogenesis through the production of factors such as the vascular endothelial growth
factor (VEGF). The blockage of this specific pathway is the target of two new drugs currently
being tested in phase 11 in pancreatic cancer and other solid tumours.?®% Positive results in
these trials may enhance the therapeutic arsenal for cancers in which TF plays an important

role, such as RCC.

The methodology employed in the quantification of the immunohistochemical
expression of TF was new to our group. In previous studies, we used a semi-quantitative
method of limited reproducibility, in which the observers determined scores based on the
intensity of TF expression through visual analysis of the slides, from grades | (0-25% of cells
intensely expressing TF) through IV (>75%). 1% ° In the present study we opted to perform a
quantitative method internationally validated which measures an area unit (um?).% The
availability of ever more sophisticated software for image analysis such as the Image Pro

Plus® allows for fewer measurement biases and more accurate reproducibility.

Our study has several caveats that may compromise the generalization of its findings.
First, it is a retrospective study, with the implied limitations in data collection. Second, the
immunohistochemical staining was performed in paraffin-embedded tissue stored at the
department of pathology for at least five years. Third, the small number of patients (58) may
obviate definitive conclusions. Additional studies with prospective data collection,
complementary molecular methodologies and a larger number of patients are needed to
validate and further advance on our findings.

CONCLUSION

Increased TF expression by immunohistochemistry was the most important independent
prognostic factor of mortality in a contemporary cohort of patients with renal cell carcinoma.

Further studies are necessary to define its role in clinical practice.
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6 Considerac6es Finais

O presente estudo foi realizado com proposito de descrever a expressdo
imunoistoquimica do fator tecidual em carcinoma de células claras de rim, o que até o
presente momento é um fato inédito. Ao mesmo tempo, buscamos tentar correlacionar a
expressdo imunoistoquimica de FT com fatores prognosticos j& estabelecidos neste tipo de

neoplasia e com mortalidade.

Penso que nossos objetivos foram plenamente estabelecidos. Conseguimos
descrever a expressdo do FT no carcinoma de células claras de rim, nos quais em 22,4% dos
casos houve expressdo imunoistoquimica elevada e em 77,6% houve baixa expressao. Estes
dados podem ser atribuidos a um predominio de casos iniciais em nossa casuistica, sendo
onde tivemos apenas 12% dos casos metastaticos quando do diagndstico. Entretanto, apesar
do namero reduzido de casos com expressao elevada de TF, esta foi o fator prognostico de
mortalidade mais importante, com um HR (Hazard Ratio) de 7.2. na anélise estatistica. Isto
significa que, caso 0 paciente apresente uma area com expressio de FT acima de 40pm? na
lamina, ele tem 7 vezes mais chances de morrer do que se tiver uma 4rea menor que 40 pm?.
Além disso, quando os fatores ja estabelecidos de progndéstico, como TNM e grau de
Fuhrmann, foram incluidos na andlise multivariada para minimizar potenciais fatores de

confusdo, estes aumentaram o poder estatistico de predizer mortalidade do FT (HR=8.2).

Tivemos algumas dificuldades neste estudo. Em primeiro lugar, o fato de ser
um trabalho retrospectivo trouxe problemas na coleta de dados. Prontudrios com
preenchimento incompleto e perda de pacientes o durante o seguimento aconteceram, como ja
era esperado. Nossa anélise utilizou tumores fixados em blocos de parafina com mais de cinco
anos de armazenamento, nos quais problemas na realizacdo da imunoistoquimica séo
potencialmente mais freqlientes. Outras dificuldades ocorreram no processo de aquisi¢cdo dos
reagentes. Tivemos que fazer a importacdo do kit de analise imunoistoquimica para o FT, uma
vez que 0 mesmo néo é produzido comercialmente no Brasil. A data de entrega coincidiu com
uma paralisacdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e da Policia Federal
gue durou aproximadamente trés meses. Os reagentes ndo ficaram armazenados em gelo seco

como deveria ocorrer. Nisto, todo o material foi perdido. Em funcdo disto, fizemos novo
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pedido e somente pudemos realizar analise das laminas apds seis meses da solicitacdo inicial

dos reagentes.

Acreditamos que novos estudos com FT deverdo ser realizados. Nosso grupo
tem realizado pesquisas com esta proteina desde 2002 e esperamos com o0 desenvolvimento
de novas técnicas moleculares, progredir, e tentar avaliar a importancia do FT como um
marcador soroldgico em carcinoma de células claras de rim, uma vez que estes tumores ndo

apresentam marcadores séricos Uteis na pratica clinica.



7 Anexos

7.1 Anexo A-Aprovacdo Comissdo Cientifica

FACULDADE DE MEDICINA

llFAMﬁ Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul
]] POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

PUCRS

Of. 544/11-PG
Porto Alegre, 08 de setembro de 2011.

Ao Pos-Graduando
Daniel D Oliveira Silva
N/Faculdade

Prezado Po6s-Graduando:

_ Comunicamos que a proposta de dissertacdo intitulada
“AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO FATOR TECIDUAL
(FT) NO CARCINOMA DE CELULAS CLARAS DE RIM” foi aprovada pela
Comiss3o Cientifica do Programa de Pos-Graduagdo em Medicina e Ciéncias
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Pesquisa ou Comissdo de Etica no Uso de Animais, através do setor de
Pesquisas e Estagios, 2° andar do Hospital Sdo0 Lucas/PUCRS. Apos
aprovacdo do CEP ou CEUA entregar coépia na secretaria do Programa. Em
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7.2 Anexo B -Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa ( CEP)

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF. CEP- 086/12 Porto Alegre, 13 de janeiro de 2012.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 11/05730 intitulado “Analise da
expressdao imunohistoquimica do fator tecidual no carcinoma de
células claras de rim”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatorios parciais e final deverdao ser encaminhados a este
CEP;
Atenciosamente,
Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS
IImo. Sr.
Prof. Gustavo Franco Carvalhal
HSL

Nesta Universidade

Campus Central
PLJC ) Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
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Titulo:
Analise da expressdo imunohistoquimica do fator tecidual no carcinoma de células
claras de rim
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Gustavo Franco Carvalhal

Aspectos Cientificos e Metodoldgicos

Analise retrospectiva em banco de tecidos.
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E um estudo descritivo, retrospectivo, em banco de tecidos humanos
obtidos a partir de nefrectomias radicais realizadas no hospital Sao
Lucas/PUCRS. Documentacgio correta.

Recomendagao
Aprovar

Consideragdes Gerais

Todos os documentos solicitados foram entregues

Data do Parecer 13/01/2012 |

o1
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7.3 Anexo C-Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados

TERMO PARA COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS

Titulo: “Analise da Expressdo Imunoistoquimica do Fator Tecidual em Carcinoma de
Células Claras de Rim”.

Os autores do presente projeto de pesquisa se comprometem a manter o sigilo dos
dados coletados em prontuario, bases de dados e laminas histopatoldgicas referentes a
pacientes atendidos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Concordam igualmente que, estas
informacdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente com finalidade cientifica, preservando-se
integralmente o anonimato dos pacientes.

Porto Alegre 26 de setembro de 2011

Autores do Projeto

Gustavo Franco Carvalhal
Daniel D Oliveira Silva

Vinicius Duval da Silva
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7.4 Anexo D- Protocolo de Pesquisa

PROTOCOLO DE PESQUISA” ANALISE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO
FATOR TECIDUAL EM CARCINOMA RENAL”

NOME PACIENTE
DATA NASC:

REGISTRO SEXO IDADE
NUMERO PATOLOGIA
HTC-HB PRE: CREAT:

TAMANHO TUMOR TC OU RNM

LOCAL DA LESAO:

ESTADIAMENTO PRE OP

METASTASES AO DIAGNOSTICO S() N()

DATA CIRURGIA

CIRURGIA: NEFRECTOMIA PARCIAL( ) RADICAL () VLP()
RESSECCAO COMPLETA  S() N() TRANSFUSAO S() N()
LAUDO AP---TAMANHO TUMOR

MARGENS COMPROMETIDAS S () N()

INVASAO MICROVASCULAR S() N()

INVASAO LINFATICA S() N()

INVASAO SEIO RENAL S() N()

ADRENALECTOMIA S() N() - SIM COM DOENCA () SEM DOENCA()
FUHRMANN

NECROSE TUMORAL S() N()

ESTADIAMENTO TNM

CREATININA POS

COMPLICACOES POS-OP S( ) N( )

FENOMENOS TROMBOEMBOLICOS S( ) N( )

RESCIDIVA—LOCAL S( )N() TEMPO APOS CX
RESCIDIVA SISTEMICA S( ) N( ) TEMPO APOS CX
ACOMPANHAMENTO TOTAL EM MESES

OBITO S( ) N( )

PERDA SEGUIMENTO S( )N( )
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npac |ldade |sexo [tamanho |grau acomp |obito |estadio {tnm  |datacirurgia|datarecidiva|dataobito |dataultcons
12 |59 1 4,4 2 58 2 3 5 21/2/07 3/8/12
31 40 1 3,2 1 21 2 1 1 19/1/09 12/11/10
34 |43 1 2,5 2 71 2 1 1 20/3/06 5/7/11
3 31 1 5,5 1 60 2 1 2 27/9/04 5/7/12
58 |77 2 9 2 24 2 2 5 10/8/05 12/8/10
2 76 2 4 2 80 2 1 2 18/7/05 17/8/11
15 |72 1 5,8 3 44 2 1 10 13/1/05 3/9/08

11 46 2 2,8 1 30 2 1 24/1/05 6/7/07
17 |50 1 6,8 1 60 2 1 2 26/8/04 2/6/09
60 |58 1 9 2 2 2 2 3 12/4/06 15/6/2006

26 |53 1 7,6 3 64 1 2 5 20/3/06  |2/1/12 6/6/12

16 |55 1 11 4 48 3 4 18/7/05 5/7/09
24 169 1 10 2 24 1 4 10 27/5/04 2/8/06

54 |55 2 5 1 24 2 1 5 14/9/07 6/6/09
42 |64 2 4,5 4 48 1 1 5 30/6/06 1/1/10 6/5/11

14 61 |1 10 3 21 1 2 8 6/10/04 2/5/07

4 89 1 5 2 60 2 1 2 23/8/04 5/7/12
25 |61 1 9,6 3 12 1 3 7 16/8/04  |16/8/05 16/8/05

36 |46 2 5 2 95 2 1 2 6/12/04 6/11/2012
6 58 1 7 1 62 2 5 8/11/04 8/11/09
27 |76 1 5,2 4 6 1 3 5 27/1/06 15/7/06 15/7/06

41 |55 2 9 4 12 1 2 5 15/8/05 15/8/06 16/8/06

57 91 1 4,5 2 12 1 2 31/8/04 8/9/05

13 |59 1 5 2 60 2 1 5 3/10/05 3/8/12
40 81 1 3,5 1 1 1 1 1 26/9/05 27/9/05

56 |68 1 3 2 48 2 1 1 23/1/06 10/12/09
19 |54 1 19 2 60 2 3 5 13/12/04 5/7/11
29 |63 1 4,2 2 60 2 1 2 26/1/06 2/1/11
38 |57 2 8 1 72 2 2 3 10/8/04 3/6/10
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18 60 1 |5 4 2 1 4 10 [23/8/06 23/10/06

10 67 1 |4 3 55 2 1 1 8/2/07 10/9/11
49 40 1 [2,5 2 59 2 1 1 7/2/07 5/7/11
53 61 2 3,5 2 53 2 1 1 20/7/06 10/12/10
47 67 1 |4 2 1 2 15/5/06 [30/6/06 [30/6/06

1 58 1 8 3 44 2 2 3 17/7/06 5/1/10
23 (71 2 j32 3 60 2 1 1 30/1/07 3/8/12
20 56 |1 4,7 2 48 1 1 2 17/5/06  |6/6/08  |6/6/08

5 66 1 23 2 66 2 1 1 9/10/06 5/7/11
22 58 2 |8 3 60 2 2 2 26/5/06 26/5/11
33 40 1 68 2 60 2 2 2 10/1/07 5/7/11
5 50 1 9 2 1 1 2 5 8/1/07 8/2/07

59 43 11 6 2 4 2 1 1 1/3/05 2/7/2005

7 (4 1 P21 2 58 2 1 1 16/10/06 11/8/11
8 715 1 |57 2 60 2 1 5 3/1/07 3/8/12
21 W47 2 55 1 35 2 1 5 15/1/07 1/12/2009
51 66 1 |67 2 10 1 3 5 3/2/05  [03/12/05 |03/12/05

52 49 2 |76 4 12 1 |4 10  [|20/10/05 22/10/06

48 54 1 3 2 24 2 1 1 10/5/05 4/5/07
32 4 P 11 2 7 1 4 10 [25/7/05 14/2/06

30 64 1 |6 2 2 1 |4 10  [9/2/06 16/2/06

44 45 1 |6 1 60 2 4 10 [23/3/06 3/3/07

46 61 1 [9,5 1 70 2 3 4 2/5/05 5/7/11
50 [41 2 |96 2 74 2 3 5 24/3/05 5/7/11
45 50 1 9,6 1 84 2 4 4 2/8/04 3/7/05
35 (70 2 52 1 66 2 1 2 17/3/05 17/9/11
9 713 1 s 2 84 2 1 2 12/5/05 24/5/12
43 65 P 3 3 43 2 1 2 1/7/05 4/2/09
37 50 P 1 1 72 2 1 1 5/1/06 2/12/11
39 48 1 56 4 60 2 1 2 10/6/06 5/7/11
28 59 |1 |47 3 60 2 1 2 22/6/07 3/8/12




