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RESUMO

O adenocarcinoma colorretal ¢ um dos tumores so6lidos mais prevalentes
no mundo, ocupando a terceira posi¢do em ambos os sexos, precedido pelo
carcinoma de pulmdo e estbmago em homens, e pelo carcinoma de mama e
cérvix em mulheres. No Brasil, o adenocarcinoma colorretal esta entre as cinco
neoplasias mais freqlientes, ocupando a quinta posicdo em mortalidade. A
sobrevida global dos pacientes estd em torno de 40% em 5 anos, tendo havido

pequena elevacdo deste indice nas ultimas quatro décadas.

O estadiamento clinico-patoldgico permanece como o mais importante
indicador progndstico para o adenocarcinoma colorretal, sendo a sobrevida em 5
anos dos pacientes portadores de metastases a distdncia menor que 5%. Estas
lesdes sdo encontradas em 75% dos individuos que morrem da doenga e

representam, na maioria das vezes, um evento terminal.

O processo de metastatizacio segue uma série de etapas interligadas
que devem ser completadas pela célula tumoral para que se produza uma
lesdo clinicamente evidente. O primeiro passo desta seqiiéncia se da através

de um fenomeno conhecido como angiogénese. Este consiste na proliferacao
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endotelial acelerada com formaciao de novos vasos, que irdo permitir que o

tumor cresca e envie células neoplasicas a circulacio.

Esta neovascularizacio leva 2 maior produc¢io de uma glicoproteina
plasmatica essencial para o processo de hemostasia primaria, o fator de von
Willebrand. Esta proteina é liberada pelas células endoteliais e pelas

plaquetas e seus niveis estio elevados em situacdes clinicas em que ha

proliferacdo ou dano endotelial.

Nos pacientes com cancer, o fator de von Willebrand, além de servir
como potencial marcador da angiogénese, contribui diretamente para a
formacdo das metastases, promovendo a ligacdo das células tumorais as
plaquetas. Esta interacdo faz com que se formem agregados celulares
heterotipicos que ndo sido reconhecidos pelo sistema imunolégico e tém

maior capacidade de adesao aos leitos capilares dos érgiaos alcancados.

A associacio entre aumento nos niveis plasmaticos do fator de von
Willebrand e a progressio neoplasica foi demonstrada em pacientes com
tumores de cabeca e pescoco e colo uterino, nio havendo dados na literatura
sobre a correlacdo deste fator com o cincer colorretal. No presente estudo
foram comparados as concentragcdes desta proteina em 75 pacientes com
adenocarcinoma colorretal e em 88 controles saudaveis, sendo estes valores
correlacionados com os principais indicadores progndsticos da doenca. Este
¢ o primeiro estudo a ser publicado que documenta o comportamento do

fator de von Willebrand em pacientes com adenocarcinoma colorretal.
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Os resultados deste estudo demonstraram que os pacientes com
cancer colorretal apresentaram niveis de fator de von Willebrand
significativamente superiores aos controles (P < 0.0001). Houve associaciao
significativa entre as concentracoes do fator de von Willebrand e o
estadiamento tumoral (P < 0.0001), a invasdo de estruturas anatémicas

adjacentes (P < 0.009) e a presenca de metastases a distancia (P < 0.02).

Os dados aqui apresentados sugerem que os niveis plasmaticos do
fator de von Willebrand nos pacientes com adenocarcinoma colorretal
possam ser indicadores do comportamento biolégico deste tumor. Portanto,
a definicio do papel desta proteina no processo de disseminacio neoplasica

merece estudos complementares.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma colorretal ¢ um dos tumores solidos mais prevalentes no
mundo, ocupando a terceira posi¢cdo, em ambos os sexos, precedido pelos
carcinomas de pulmao e estbmago em homens, e pelos carcinomas de mama e

;. 1 . .~
cérvix em mulheres . Nos Estados Unidos, ocupa a quarta posicdo em
incidéncia, apds os carcinomas de mama, pulmdo e prostata, e representa a

A ) . ~ 2 ’
segunda causa de morte por cancer, atras do carcinoma de pulmdo “. Neste pais,
em 1996, ocorreram cerca de 134.000 novos casos de carcinoma colorretal e

55.000 mortes pela doenga °.

Conforme dados do Ministério da Saude e Instituto Nacional do Cancer,
estimou-se no Brasil, a ocorréncia de 9.200 novos casos de cancer colorretal em
homens e 9.850 em mulheres, em 1999, com uma taxa bruta de incidéncia por
100.000 habitantes de 11,66 e 12,54 respectivamente, estando entre as cinco
neoplasias mais incidentes em ambos os sexos. Em relagdo a taxa bruta de
mortalidade por cancer por 100.000 habitantes o cancer colorretal ocupa a
quinta posi¢do, tendo apresentado um aumento progressivo na mortalidade

proporcional entre os dbitos registrados no Brasil entre 1980 e 1996 *.

Aproximadamente noventa e cinco por cento dos tumores malignos

colorretais sdo adenocarcinomas. A etiologia da doenga ainda ¢ desconhecida,
L, . . . . . . 5 .

embora fatores genéticos e ambientais estejam implicados °. A sobrevida global

dos pacientes estd em torno de 40% . Apesar do aprimoramento dos métodos
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diagnosticos, técnica cirurgica e tratamento adjuvante, este indice teve um
aumento discreto nas ultimas quatro décadas, visto que a sobrevida em cinco
anos era de 32% para o carcinoma de colon e de 29% para o carcinoma de reto

no periodo de 1940 a 1949, nos Estados Unidos °.

Dentre os intimeros fatores progndsticos estudados, a diferenciagdo
histologica, a profundidade de invasdo na parede intestinal e a invasdo linfatica

s30 os mais bem definidos "> % %

1 . .
. O comprometimento de linfonodos, bem
como numero de ganglios envolvidos também sdo considerados indicadores

;- . 11
prognosticos independentes > .

O tratamento de eleicdo para o carcinoma colorretal € cirirgico e se
baseia na remog¢ao tumoral em bloco incluindo linfonodos regionais, que pode
ser ampliada para resseccdo de érgios adjacentes se estes estiverem invadidos ',
Aproximadamente 75% dos pacientes apresentam tumores que permitem a
remogcio completa . Apesar deste elevado indice de ressecabilidade e do fato da
disseminagdo se dar primariamente para os linfonodos regionais, 25% dos
pacientes apresentam metdstases hepdaticas sincronicas por ocasidao do
diagnédstico e 50% desenvolvem metastases metacronicas, vindo a morrer em

A e 14,1
conseqiiéneia destas '* ',

O desenvolvimento de metastases a distancia representa um evento
terminal para a maioria dos pacientes, sendo estas lesdes encontradas em 75%
dos individuos que morrem da doenca. A sobrevida em 5 anos para pacientes

7 r 1 r ~ - . .
com metastases ¢ de menos de 5% '°. Os 6rgdos mais freqiientemente envolvidos
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sdo o figado (75%), pulmdes (15%), ossos (5%) e cérebro (5%). A recidiva local

tem também importancia como causa de falha terapéutica '’

Neste contexto, fica clara a importancia do estudo dos diversos fatores
que possam ter influéncia no processo de metastatizagdo do carcinoma
colorretal. Este processo segue uma série de etapas interligadas que devem ser
completadas pela célula metastatica para que se produza uma lesao clinicamente
evidente (figura 1). O primeiro passo desta seqliéncia se da através de um

A . : ~ 14,1
fendmeno conhecido como angiogénese ' '*,

A angiogénese foi estudada com profundidade por Folkman que
demonstrou que a maioria dos tumores, em humanos, permanece in situ por
meses a anos, recebendo oxigénio e nutrientes por difusdo no espago
extracelular. Nesta fase, chamada de pré vascular, raramente o tumor é maior
que 2 a 3 mm?, existindo um equilibrio entre a velocidade de proliferacao e de
morte das células. Em determinado momento, uma subpopulacido de células no
tumor passa a expressar um fenotipo angiogénico, ou seja, inicia a producao de
proteinas que estimulam a proliferacio de microvasos a partir das células

endoteliais do hospedeiro.

Até o presente momento, ha doze proteinas angiogénicas identificadas,
sendo o fator basico de crescimento fibroblastico e o fator de crescimento do
endotélio vascular as mais comumente encontradas. Adicionalmente, para que o
crescimento vascular ocorra, ¢ necessario que haja a supressdo da atividade de

proteinas inibidoras da angiogénese que normalmente protegem o endotélio
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vascular do estimulo mitogénico, tais como o fator plaquetario 4, angiostatina,
prolactina, trombospodina-1, interferon alfa e inibidores teciduais das
metaloproteinases. A perda do gene supressor p53 estd associada com a
mudanca das células para o fendtipo angiogénico e com a reducdo na expressao

da proteina inibidora trombospodina-1 '®'%%.

Transformacao

Angiogénese

v
Crescimento

v

» Invasio vascular <

l

Sobrevivéncia na circulagao
Interagcdo com células do hospedeiro

'

Chegada ao 6rgdo alvo

l

Invasao do parénquima

l

L Crescimento da metastase / angiogénese

l

Metastase clinicamente importante

FIGURA 01 — Etapas envolvidas na disseminag¢do tumoral. Adaptado de
Hart e Saini, 1992 '%.
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Estima-se que existam mais de 10'° células endoteliais cobrindo uma
area de 1000 m? em um homem de 70 kg. O tempo de renovagao destas células,
normalmente quiescentes, ultrapassa 1000 dias. Durante o processo de
angiogénese, no entanto, as células endoteliais capilares podem proliferar-se tao
rapidamente quanto as cé¢lulas da medula 6ssea, reduzindo seu tempo de

~ . . 19,2
renovagio para aproximadamente 5 dias '* .

Do ponto de vista clinico, a angiogénese permite que o tumor cresca ¢
metastatize. A maioria das lesdes ndo se torna sintomdtica e tecnicamente
r r s e 2 ’ , .
detectavel até que o processo se inicie *°. A entrada de células neoplasicas na
circulagdo somente comegard a ocorrer apds a neovascularizacdo do tumor
. y . 21 . , ~ I3 .
primario ~. Diversos estudos demonstraram que ha correlacdo entre os indices
de angiogénese, determinados pela contagem de microvasos por campo de

1%%2, Tumores

microscopia, ¢ a sobrevida dos pacientes com carcinoma colorreta
de colon com metastases linfaticas, peritoneais ou hematogénicas apresentam

numero superior de vasos por campo em compara¢do aos tumores ndo

o’ 2
metastaticos 3 .

Existem indicios que o processo de angiogénese determine um aumento
nos niveis plasmaticos de uma glicoproteina fundamental para que a coagulacao

24, 25, 26 Esta

sangiiinea possa ocorrer, o fator de von Willebrand (FvW)
proteina ¢ sintetizada nas células endoteliais e nos megacariocitos como um
polipeptideo precursor. Apos complexas reagdes intracelulares de polimerizagao,

¢ armazenada sob a forma de multimeros de alto peso molecular em organelas

especificas, de onde sera liberada conforme estimulos. Estas organelas sdo os
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corpos de Weibel-Palade nas células endoteliais e os alfa granulos nos
megacaridcitos e nas plaquetas. Uma parte do FvW produzido nas células
endoteliais, no entanto, ¢ constantemente secretada de forma a garantir a

manutencio de um pool circulante no plasma 2”2,

A funcdo primordial do FvW ¢ regular o mecanismo de hemostasia
primaria, que se constitui na resposta fisiologica inicial as alteragdes da
integridade vascular. Uma vez lesadas as células endoteliais, ha uma
vasoconstric¢do reflexa com redugdo do fluxo sangiiineo e exposi¢ao da matriz
subendotelial rica em colageno. O FvW soluvel no plasma entra entdo em
contato com o colageno no sitio lesado, ligando-se fortemente a este. Tal
interagdo promove uma alteracdo ultraestrutural no FYW que passa a expor
multiplos sitios intrisicos (dominios A1) com capacidade de ligagdo especifica
com a glicoproteina Ib (Gplb), presente na membrana celular das plaquetas.
Desta forma, o FvW age como uma ponte, através da qual se dara a adesao das

plaquetas a matriz subendotelial %>,

Depois de aderidas, as plaquetas passam ao estado ativado, que se
caracteriza pela alteracdo de sua forma celular e secre¢do do contetido dos alfa
granulos. Sdo liberadas as reservas intracelulares do FvW, sob a forma de
multimeros com maior peso molecular e com capacidade superior de ligacdo. As
plaquetas ativadas passam a expressar o complexo de glicoproteinas IIb e Illa
(GplIb e Gpllla) que representam os receptores de membrana para o FvW nesta
etapa. Deste modo, o FvW atuard também como mediador da ligacdo entre as

proprias plaquetas (agregacdo), que resultard na subseqiiente deposi¢do de um
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numero maior destas células no sitio de lesdo, desencadeando assim a formagao

do trombo>% 3!

A degranulacao das plaquetas libera, juntamente com o FvW, uma série
de substancias biologicamente ativas, sendo de particular importancia a
adenosina difosfato ¢ o acido araquidonio, que posteriormente gerara o
tromboxano A,. Estas substancias agirdo sinergicamente iniciando uma série de
eventos em cadeia, que resultardo na formacdo de uma rede de fibrina, gerada
pela acdo da trombina, como subproduto das vias de coagulagdo extrinsica e

intrinsica.

A cascata de coagulagdo ¢ complexa, envolvendo multiplas reacdes
enzimaticas proteoliticas, cujos produtos podem exercer uma retroalimentagao
positiva ou negativa. A auséncia de enzimas proteoliticas ou de seus inibidores
pode desviar o equilibrio das rea¢des no sentido dos distirbios hemorragicos ou
tromboticos. A coagulacdo pode ser desencadeada pela exposicdo do sangue a
fatores teciduais quando ha lesdo endotelial (via extrinsica) ou pela ativagdo de
fatores de contato presentes no plasma (via intrinsica). As duas vias vias terao
como resultado final a producdo de trombina. A presen¢a de co-fatores como o
fator Va e Vllla e o fator tecidual, as superficies fosfolipidicas e o calcio ¢

indispensavel para que haja ativagdo eficiente da cascata (figura 2) ***°.



Seqiiéncia Intrinsica

Fator XII
Cininogénio de APM
Pré-calicreina Seqiiéncia Extrinsica
Fator XI Fator Xia Fator VIla
+
/\ FatorTecidual
A/F;rxl
Fator IX Fator [Xa
+
Fator Villa
FatorX/\ Fator X
Fator Xa
+
Fator Va
Protrombina Trombina
Seqiiéncia Comum /\
Fibrinogénio Fibrina

FIGURA 2 - Cascata da coagulagdo. Os zimogénios plasmaticos (formas inativas)
sdo convertidos a proteases ativas conforme indicam as setas. Os
coofatores ndo enzimaticos indispensaveis encontram-se sublinhados.
Os fatores IX e X sdo ativados nas superficies fosfolipidicas. A
trombina quebra o fibrinogénio, produzindo fibrina que, apds
polimerizagdo, forma o codgulo. (APM = alto peso molecular).

(adaptado de Ewald) *.
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Além de seu papel na regulagdo da hemostasia primaria, O FvW tem
também a fung¢do de proteina carreadora do fator VIII da coagulagao,
protegendo-o contra a degradacdo pela proteina C ativada no plasma %> *°.
Defeitos qualitativos ou quantitativos do FvW resultam em complicacdes
hemorragicas conhecidas como doenca de von Willebrand. Esta se caracteriza
por tempo de sangramento prolongado, ndo acompanhado de diminuicdo da
agregacdo plaquetaria. Trata-se de um distarbio hereditario, autossomico,

. 4
estando o gene para o FvW localizado no cromossoma 12 **3%,

Niveis aumentados do FvW foram observados em diversas condi¢des
clinicas em que existe proliferacdo ou dano endotelial (reatividade de fase
aguda). Sdo exemplos a diabete mellitus, infecgdes agudas, vasculites, infarto
agudo do miocérdio e doenga hepatica *>- 3% 373 3% 4041 "gape_se também, que o
grupo sangiiineo tem influéncia nas dosagens plasmaticas do FvW, sendo estas

. . . .y 42
inferiores em individuos do grupo O ™.

Hodak e colaboradores, ao estudarem o sarcoma de Kaposi, neoplasia
que tem origem no endotélio vascular, verificaram que estes pacientes
apresentavam niveis de FvW significativamente elevados quando comparados a
controles (n = 29, P < 0.01) . Pacientes com doenga ativa tinham niveis
elevados em comparacdo aqueles em remissdo (P < 0.05), evidenciando que o

FvW pode ser usado como marcador da atividade da doenga .

Em um estudo de 51 pacientes com diversos tipos de tumores malignos

submetidos a radioterapia, foram observados niveis significativamente
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aumentados do FvW em relagdo a controles antes do inicio do tratamento (P <
0.01) . Ap6s a radioterapia houve queda destes indices, levando os autores a
concluir que a redugcdo do nimero de células endotelias pela radiacdo diminui a

produgio e a liberagdo do FvW no plasma °.

Através da microscopia imunoeletronica para o FvW se estudou a
microvasculatura do estroma de carcinomas gastricos. Nos tumores com
diferenciagdo histologica do tipo intestinal (9 casos) verificou-se uma maior
concentracdo do FvW na periferia do estroma e nas células endoteliais. Estas
células apresentavam uma alteragdo ultraestrutural caracterizada pelo aumento
na quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, onde se localizava, assim
como nos corpos de Weibel-Palade, a maior concentragdo do FvW. Tal padrao
servia para evidenciar uma mudanga das células endoteliais para um estado de
produgdo protéica ativa. Os resultados obtidos com tumores indiferenciados (12

. 4
casos) foram, no entanto, menos expressivos 3,

Em um modelo experimental, células endoteliais de veia umbilical
humana foram encubadas por dezoito horas na presenca ou na auséncia de
concentragdes aumentadas do fator de crescimento do endotélio vascular e do
fator de crescimento fibroblastico-2. Em seguida foi quantificado o RNAm para
o FyW através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando primers de
DNA especificos para FvW humano. Houve um aumento significativo de varias
vezes, em relacdo aos controles (P < 0.05), das dosagens de RNAm para o FvW
com a utilizagdo dos fatores de crescimento. Desta forma demostrou-se que a

resposta das células endoteliais aos agentes indutores da angiogénese inclui um
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aumento dos niveis de RNAm para o FvW e que sua determinacao em um tumor

pode ser usada como método para a quantificacdo da angiogénese **.

O papel do FvW, entretanto, ndo ¢ apenas o de marcador indireto da
neovascularizacdo tumoral. Evidéncias indicam que esta proteina possa
desempenhar uma papel critico para que o processo de metastatizagao
efetivamente ocorra. Sabe-se que a simples presenga de células tumorais na
circulagdo ndo assegura o surgimento de uma lesdo metastatica. A maior parte
destas células se destroi rapidamente em conseqiiéncia de defeitos estruturais
intrinsecos dos processos enzimaticos, ou por problemas mecanicos como o
turbilhonamento da corrente sangliinea. Outras tantas sdo identificadas e

. o . . o 1
eliminadas pela agéo do sistema imunologico .

Através de um modelo animal, com células de melanoma murino B16
radiomarcadas com '*’I-5-iodo-2’-deoxyuridina, demonstrou-se que, apos 24
horas da injecao na circula¢do, menos de 1 % das células tumorais continuavam
viaveis e menos de 0.1 % eventualmente produziam metastases *°. A
sobrevivéncia das células neoplasicas na circulagdo e a probabilidade de
originarem lesdes metastaticas dependem da sua capacidade de interagcdo com as

células do hospedeiro, em particular com as plaquetas (figura 3).
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ANGIOGENESE

INVASAO VASCULAR

l

INTERACAO COM AS PLAQUETAS

l

ADERENCIA AO SITIO DE IMPLANTACAO

CRESCIMENTO DAS METASTASES

FIGURA 03 - Patogénese da formacao de metéstases. Sao demonstradas
as varias etapas interligadas. A célula tumoral que falhar em completar qualquer
uma destas etapas, serd eliminada. O FvW participa de uma série de eventos

deste processo. Adaptado de Gutman e Fidler .
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Gassic e colaboradores estudaram primeiramente este fendomeno
utilizando um modelo experimental murino. Estes autores demonstram haver
relagdo entre o potencial que tém determinadas linhagens de células tumorais de
provocar agregacao plaquetaria in vitro e o desenvolvimento de metastases in
vivo. Foram testadas 31 linhagens celulares, das quais 15 produziam agregagao
in vitro. A inje¢do destas células nos animais resultava em trombocitopenia e
desenvolvimento de um maior numero de metastases em comparacdo as células

.. 4
de tumores sem a mesma atividade *.

Os mesmos autores observaram que o pré-tratamento com anticorpos
antiplaquetérios, que induzem a trombocitopenia, reduz significativamente a
ocorréncia de implantes pulmonares apds a inje¢do intravenosa de células

. 4
tumorais TA3 em camundongos *.

Posteriormente, constatou-se que uma
suspensao de plaquetas e células HUT20 (tumor murino indiferenciado), com
atividade de agregacdo plaquetaria in vitro, aderia ao subendotélio da aorta de
coelhos, 0 que ndo ocorria com outros tumores sem a mesma agao. A adesdo dos
complexos tumor-plaquetas era reduzida quando os vasos eram tratados com

prostaglandina E, ou prostaciclina, ambas com a¢do inibidora da atividade das

plaquetas **.

Esses achados iniciais foram confirmados por varios estudos

49, 50, 51, 52

experimentais com diferentes modelos animais . Estudos com linhagens

. , . 4
tumorais humanas também obtiveram resultados semelhantes >> °* >, Foram
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analisados diversos agentes destinados a diminuir a interagao entre plaquetas e
células tumorais, incluindo anticoagulantes, inibidores plaquetarios e agentes
indutores de trombocitopenia, com graus variaveis de sucesso na redugdo da
formacdo de metastases. Os melhores resultados foram registrados com os
indutores de trombocitopenia, a exemplo dos anticorpos antiplaquetarios, que

) . . o 59
foram efetivos em todos os modelos experimentais de metastatizagio **>" >*>°.

A combinagdo com as plaquetas, portanto, garante a viabilidade das
células tumorais conferindo a estas protecdo contra o ataque do sistema de
defesa e uma maior adesividade ao endotélio vascular nos leitos capilares dos

61

orgios alvo (figura 3) Neste ponto especifico do processo de

metastatizagdo se torna importante a atividade do FvW.

A interagdo plaquetas-FvW-células tumorais foi inicialmente investigada
através de um modelo experimental murino. Constatou-se que, in vitro, o
anticorpo  monoclonal 10E5, que impede a ligagdo da proteina adesiva
fibronectina ¢ do FvW ao complexo GplIb-Gpllla na membrana das plaquetas,
inibiu a ligacdo das células tumorais CT26 de camundongos e das células HCTS
de adenocarcinoma de colon humano as plaquetas em 63-65%, enquanto um

anticorpo monoclonal irrelevante, 3B2, ndo teve qualquer efeito ®'.

O anticorpo monoespecifico para o FvW inibiu a ligacdo em 75-81%. In
vivo o anticorpo policlonal monoespecifico anti FvW murino diminuiu o nimero
de metastases pulmonares induzidas pelas células tumorais CT26 em 53-64%,

pelas cé¢lulas de melanoma amelandtico B16 em 45% e pelas células de tumor de
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bexiga T241 de Lewis em 46%, sem indugdo de trombocitopenia. As metéastases
pulmonares com as células CT26 foram evitadas com a indugdo de

trombocitopenia e reconstituidas pela infusdo de plaquetas humanas ou murinas

61

A reconstitui¢do das metastases pulmonares com plaquetas humanas
pdde ser inibida em 77% pela pré incubacdo destas com o anticorpo 10ES antes
da infusdo no rato. Desta forma, as plaquetas parecem contribuir para o
desenvolvimento de metastases através de sua aderéncia as células tumorais via

proteinas de ligagdo fibronectina e FvW °.

Posteriormente detectou-se, por imunofluorescéncia e imunocitoquimica,
a presenca dos complexos Gplb e Gpllb-Gpllla na membrana plasmatica de
células humanas de carcinoma cervical MS751 e de carcinoma de colon (clone
A). Quando estas linhagens celulares eram pré tratadas com anticorpos
especificos contra os receptores Gplb e Gpllb-Gpllla sua capacidade de

agregacio plaquetaria era significativamente reduzida >°.

Semelhantes resultados foram obtidos com o uso de células de
melanoma humano da linhagem M3Dau, que possuem a propriedade de inducao
da agregagdo plaquetaria. Ao serem pré incubadas com o anticorpo especifico
MoAb (LYP18) contra o complexo Gpllb-Gpllla, estas células perdiam
completamente sua capacidade de agregar plaquetas, assim como deixavam de

formar complexos tumor-plaquetas .
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A ligacao entre as glicoproteinas FvW e fibronectina as células tumorais
¢ aumentada pela acdo da trombina. Esta proteina ¢ responsavel por maior
adesividade plaquetaria e aumento do nimero de metastases em varias vezes,
conforme determinado por estudos com diversas linhagens tumorais. Este
efeito, ¢ prontamente bloqueado pela presenca de anticorpos (10ES,
tetrapeptideo RGDS, decapeptideo de cadeia gama do fibrinogénio
LGGAKQAGDYV) que sabidamente interferem na ligacdo do FvW com as
integrinas Gpllb-Gpllla. A a¢do da trombina, tanto nas plaquetas quanto nas
células tumorais, embora ainda ndo definida precisamente, ocorre provavelmente
por aumento na expressdo do complexo GplIb-Gpllla na superficie celular e por

.. N . , . o 4
aumento da adesividade deste complexo s suas glicoproteinas de ligago %,

Este mecanismo foi recentemente revisado a luz das novas técnicas
laboratoriais. Nove de nove linhagens celulares tumorais investigadas tiveram
sete tipos de receptores de membrana para trombina detectados por PCR. Neste
estudo foram confirmados os achados prévios. A adesdo das plaquetas foi
inibida por anticorpos contra os receptores Gpllb-Gpllla e contra o FYW. A
trombina promoveu ativagao de plaquetas e células tumorais, determinando, com

isso, a ligagdo entre ambas .

In vivo, estas células ativadas apresentaram maior adesividade ao
endotélio vascular assim como ao FvW. A pré infusdo de trombina no rato foi
responsavel por um aumento na formagdo de metastases pulmonares de até 400
vezes. Tendo em vista que muitos tumores so6lidos produzem trombina, os

autores postularam que as células tumorais podem, através deste mecanismo,
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autoativar um fenotipo metastatico ©. Além desta acdo sobre plaquetas e células
tumorais, pode-se ainda acrescentar que a trombina também atua diretamente

sobre as células endoteliais, estimulando a liberagdo do FyW por parte destas °*

67

Floyd e colaboradores investigaram a interacdo do FvW com duas
linhagens celulares hematopoiéticas humanas, a CA46 derivada do linfoma de
Burkitt americano (células B indiferenciadas) e a U937 do linfoma histiocitico.
O FvW era purificado inicialmente para que se concentrasse em uma preparagao
livre de fibrinogénio e fibronectina. Em seguida era radiomarcado com iodo'* e
colocado em solucdo com as células neoplésicas. Houve ligagdo especifica do
FvW com ambas as linhagens testadas ao nivel de membrana, mesmo na
auséncia de um agonista. Novamente ocorreu diminui¢do da ligagdo com o FvW
quando foram acrescentados ao meio peptideos sintéticos do tipo RGDS ou o

anticorpo especifico 7E3, ambos com atividade inibitéria da ocupacdo dos

receptores GplIIb-Gpllla ®*.

Foi verificada uma modificacdo na estrutura multimérica do FvW apos
duas horas de ligagdo com as células tumorais, com diminui¢cdo do seu peso
molecular, tornando-o menos efetivo como agente promotor de agregagdo
plaquetaria. Essa alteragdo ndo era observada quando estava presente no meio
um agente inibidor da protease, o que sugere que exista a producdo de uma
potente enzima proteolitica pelas células tumorais, a qual provavelmente

provoca a alteragio estrutural do FvW .
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Ao analisar estes achados, Gralnick inferiu que a degradagao do FvW
pelas células tumorais pode representar, in vivo, o mecanismo pelo qual estas
células se libertam da proteina e das plaquetas, quando ja aderidas ao endotélio
vascular do sitio de implantagdo, o que permitiria a sua disseminacdo para o
parénquima do oOrgdo alvo onde posteriormente se desenvolveria a lesao

metastatica &

Utilizando uma outra abordagem, um estudo experimental teve como
objetivo a dosagem, pelo método de ELISA, das concentracdes do FvW no
sobrenadante de trés diferentes meios de cultura: de células endoteliais humanas
derivadas de veia umbilical, de adenocarcinoma de colon humano (HRT-18), e
de uma combinagdo das duas culturas anteriores. Nao se registrou qualquer
dosagem do FvW no sobrenadante da cultura de células HRT-18. J4 os valores
obtidos da combinagdo células endoteliais/HRT-18 estavam significativamente
elevados (P = 0.0048) em comparagdo aos valores da cultura de células
endoteliais isoladas. Demonstrou-se assim que as células tumorais HRT-18 nao
produzem o FvW, mas tem a capacidade de induzir as células endoteliais a

aumentar a producdo deste .

Este aumento de producdo do FvW pode ser mediado por fatores
tumorais diversos daqueles ja referidos. Em um experimento com seis
voluntarios saudaveis observou-se um aumento significativo dos niveis
plasmaticos do antigeno do FvW apds a injecdo em bolo do fator de necrose

tumoral ”'. Em meio de cultura de células de endoteliais houve uma elevacdo de
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200% na liberacdo do FvW na presenca do fator de permeabilidade vascular,
uma proteina que se liga a heparina e é secretada por tumores solidos ’*.
Oleksowicz e colaboradores demonstraram, em amostras de plasma de
pacientes com tumores metastaticos disseminados, um aumento de 91% (P <
0.0009) nos niveis do antigeno do FvW e de 207% (P < 0.0009) na atividade do
co-fator ristocetina. Através da analise por eletroforese em gel de agarose-SDS,
foi constatado um aumento de 165% (P < 0.001) nas formas multiméricas
maiores do FYW em comparacdo a preparagdes obtidas de controles com
correspondentes tumores solidos localizados. Nas amostras dos pacientes em
estudo ocorreu uma redugdo substancial na atividade da protease responsavel
pela clivagem do FvW, sem serem detectados inibidores plasmaticos desta. A
presenga de metastases se correlacionou com uma atividade da protease menor

do que 15%, a auséncia, com uma atividade maior que 88% (n=20; P < 0.0001)

73

Finalmente, no plasma enriquecido com plaquetas obtido dos pacientes
com doenca disseminada, a agregacdo plaquetaria induzida por tumor estava
aumentada em 127% (P < 0.001) em comparacdo aos controles com tumores
localizados, podendo ser completamente inibida pela incubagdo prévia com
anticorpos monoclonais contra o epitopo de ligagdo para o FvW no receptor de
membrana Gplb ou contra o epitopo de ligagdo para o Gplb no FvW plasmatico,
respectivamente. Os autores concluiram, com isso, que as formas multiméricas
maiores do FvW encontradas em pacientes com neoplasias disseminadas

provavelmente resultam da atividade deficiente de sua protease, o que pode



34

representar o mecanismo regulador da adesdo tumor-plaquetas no processo

metastatico .

Com um enfoque mais clinico, alguns estudos foram realizados com o
objetivo de estabelecer os niveis plasmaticos do FvW em neoplasias de
diferentes origens e a correlacio destes com fatores progndsticos ja
estabelecidos. Em um estudo abordando o cancer de proéstata, foi dosado o FvW,
através de imunoquantificacdo por ensaio microenzimatico, em pacientes com a
doenga, comparando os resultados destes com aqueles obtidos em pacientes com
hiperplasia prostatica benigna ou sem doenca prostatica. Foram observadas
diferengas significativas nas dosagens dos individuos com céancer em relagao
aquelas dos individuos pertencentes aos outros dois grupos (P < 0.05). Da
mesma forma, pacientes com tumores metastaticos tinham niveis mais elevados

do FvW que os com doenga localizada ™*.

Estudo semelhante foi realizado em 14 pacientes com carcinoma de
ovario e 21 com carcinoma de colo uterino. No primeiro grupo foram registrados
niveis mais elevados de FvW em relacdo a 20 controles saudaveis, sendo os
resultados significativos (P < 0.005) somente para as mulheres com os estagios
mais avancados (III-IV). Nas pacientes com carcinoma cervical, foram também
encontrados niveis significativamente aumentados (P < 0.001) apenas nas
mulheres com neoplasias mais avangadas (IIb-IV), o que provavelmente foi

A , . ~ 75
conseqiiéncia do niimero reduzido de tumores precoces na amostra em questao .
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Ainda com relagdo ao carcinoma de colo uterino, posteriormente, foram
determinados os niveis pré operatorios do FvW em 38 pacientes com o
diagnostico que se submeteram a histerectomia radical com linfadenectomia
pélvica. Quando comparados a controles, estes niveis s6 apresentavam diferenga
significativa nos casos de estadiamento IIb (tumor com invasdo de paramétrio,
sem fixacdo a parede pélvica). Pacientes com esta classificagdo
anatomopatoldgica apresentavam dosagens significativamente elevadas (P <
0.001) em relagdo aqueles com estadios Ib e Ila (macroinvasdo cervical ou do
terco superior da vagina). Houve ainda significancia na comparacdo dos niveis
correspondentes a tumores com mais de 4cm com aqueles de lesdes menores que
este tamanho (P < 0.02) e na comparagdo dos valores obtidos na presenga ou na
auséncia de metastases linfonodais (P < 0.02). Deve-se ressaltar que nao
estavam presentes na amostra individuos com tumores nos estddio mais
avancados, Il e IV (invasdo de tergo inferior da vagina, parede pélvica, bexiga

ou reto e metéstases a distancia) '°.

Em um estudo de 28 pacientes com carcinomas epidermdides de cabega
e pescoco os niveis do FvW eram verificados por eletroimunodifusdao antes do
tratamento cirirgico. Deste grupo, 25 pacientes tinham estagios avancados da
doenga (IIT e IV). Todos os participantes foram acompanhados por um periodo
médio de 48 meses (minimo de 41 meses). Quinze pacientes morreram durante
este tempo. Os valores do FvW nestes 15 pacientes eram significativamente
mais altos que nos 13 sobreviventes (P < 0.05), assim como os resultados de
todo o grupo estudado eram mais elevados que os encontrados em 24 controles

saudaveis. Apesar da amostra ser composta por um grupo heterogéneo de
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tumores ( cavidade oral, laringe e faringe) e da eventual diferenca no tratamento
empregado, os dados sugerem que o FvW pode ter importancia prognostica, bem
como implicagdes terapéuticas para estes tumores. Para comprovacao desta
hipdtese os autores reconheceram que seria necessario um estudo prospectivo

com uma amostra maior e mais especifica ’ .

Finalmente, Paczuski e coloboradores analizaram, pelo método de
ELISA, os niveis do FYW em um grupo de 37 pacientes com carcinoma
planoepitelial de laringe. Foi encontrada diferenca significativa em pacientes
com tumores classificados como T4 (T,N,M) e em estagio IV, que representam
os casos com doenga metastatica (n=17 e n=23 respectivamente, P < 0.0001),
em comparagao a 48 controles. Pacientes com linfonodos comprometidos tinham
nivel médio do FvW de 204%, enquanto aqueles com linfonodos negativos de
apenas 142% (P < 0.0001). Segundo os autores, estes resultados demonstram
uma correlagdo entre os niveis plasmaticos do FvW e o estadiamento dos
pacientes com tumores de laringe e sugerem que o acompanhamento do grupo
em estudo possa estabelecer a utilidade do FvW como determinante da aplicagao

de tratamento adjuvante '®.

Em relagdo aos tumores de colon e reto, ndo existem atualmente estudos
publicados que avaliem a importancia do FvW nos pacientes portadores destas
neoplasias. Com base nos dados acima apresentados, estudamos os niveis
plasmaticos do FvW em pacientes com adenocarcinoma colorretal, a fim de
validar a sua associagdo com as principais variaveis clinico-patologicas desta

doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os niveis plasmaticos do FvW em pacientes com adenocarcinoma

colorretal.

2.2 Objetivos especificos

Correlacionar os niveis plasmaticos do FvW com as seguintes variaveis
clinico-patologicas:
a) estadiamento da doenga
b) invasdo tumoral de 6rgaos adjacentes
c) presenca de metastases & distancia
d) tamanho tumoral
e) diferenciagdo histologica

f) dosagem plasmatica do antigeno carcino-embridnico (CEA)
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de transversal controlado, com unidade de estudo

individual.

3.2 Populaciio estudada

Foram estudados 90 pacientes com adenocarcinoma colorretal primario,
submetidos a cirurgia eletiva pela equipe de Coloproctologia (ECP) do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de fevereiro de 1999 a maio de
2000. Como grupo controle, foram analisados 103 individuos saudaveis,

provenientes da populagdo de doadores do banco de sangue do HCPA.

Foram considerados elegiveis todos os pacientes com diagnostico de
adenocarcinoma colorretal, comprovado por exame anatomopatologico, de
ambos os sexos, com idades entre 20 e 87 anos, que foram atendidos no HCPA
durante o periodo de 14 meses. Os pacientes concordavam formalmente em

participar do estudo através da assinatura de termo de consentimento informado,
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o qual foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica do Grupo de Pesquisa e
P6s Graduacao do HCPA.

Foram excluidos os pacientes portadores de condi¢cdes clinicas
especificas que sabidamente alteram os niveis plasmaticos do FvW, a exemplo
da diabete mellitus, doengas inflamatorias ou infecciosas, cardiopatia isquémica

(oo 35,36, 37, 38, 39, 40, 41
e doenga hepatica > ™™

. Estas alteragOes eram detectadas através de
historia e exame fisico minucioso e por exames complementares que fazem parte

da avalia¢do pré-operatdria dos pacientes com adenocarcinoma colorretal.

Pelo mesmo motivo ndo fizeram parte do estudo os pacientes que
apresentavam tumores de outra natureza e localizagdo por ocasido do
diagnéstico, ou tinham historia pregressa de doengas neoplasicas. Nao foi
admitida a participacdo de pacientes operados em carater de urgéncia, por estes
apresentarem, muitas vezes, complicagdes que potencialmente podem elevar os

valores plasmaticos do FvW, como abscessos intracavitarios e peritonite.

Da mesma forma, ndo participaram do estudo pacientes com tumores
recidivados localmente ou com metastases metacronicas, bem como aqueles que
receberam quimioterapia ou radioterapia pré-operatoria. Ainda foram excluidos
0s casos em que os tumores tinham relagdo com doengas inflamatorias
intestinais, como a doen¢a de Crohn e a retocolite ulcerativa. Individuos com

historia de dificuldade de coagulagdo ndo eram elegiveis.
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Como controles foram utilizados doadores do banco de sangue do HCPA,
de ambos os sexos, com idades entre 30 e 60 anos, selecionados ao acaso, que

autorizaram sua inclusdo no estudo mediante termo de consentimento.

Foram excluidos os individuos que relatavam ter diagndstico ou histéria
de doencgas que pudessem interferir nos niveis plasmaticos do FvW. Os doadores
respondiam a um questionario padronizado no momento da doacdo de sangue,
com objetivo de verificar a apresentagdo de qualquer sintoma indicativo das
situacdes nas quais o FvW poderia estar aumentado. Todos os controles tiveram
seus niveis glicémicos determinados por hemoglicoteste realizado por ocasido da
coleta da amostra. Niveis acima de 140 mg/dL , assim como a referéncia de
sintomas sugestivos das alteragdes clinicas especificas ja citadas representavam
critérios de exclusdo do grupo controle. A participagdo de individuos com

historia de problemas de coagulagdo ndo era permitida.

3.3 Amostra estudada

Dos 90 pacientes que inicialmente compunham o estudo, foram excluidos
7 individuos com diabete mellitus, 2 com cardiopatia isquémica, 2 com cirrose
hepatica, 1 com cancer de prostata associado e 1 com cancer de pulmao. Tais
situacdes foram evidenciadas por historia e exame clinico e através da realizagdo
de exames complementares. Houve ainda a exclusdo de 2 casos em decorréncia
de problemas técnicos durante o processamento do plasma para a dosagem do

FvW (formagao de crioprecipitado nos tubos apds o descongelamento).
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Dentre os controles, foram eliminados 4 individuos que referiram ser
portadores de diabete mellitus, 6 com resultados alterados no hemoglicoteste, 2
com quadro de infeccao aguda de vias aéreas superiores € 1 com historia de
cancer de mama. Dois controles foram excluidos por problemas técnicos.
Efetuadas estas exclusdes, a amostra ficou constituida de 75 pacientes com

adenocarcinoma colorretal e de 88 controles.

3.3 Metodologia

Amostras de sangue dos pacientes eram coletadas na véspera da cirurgia
através de puncdo venosa periférica em tubos de vidro tipo vacutainer de 5 ml,
contendo um volume de 1:10 do anticoagulante citrato de s6dio. Em seguida,
eram centrifugadas a 3500g por 15 minutos, sendo assim separados os
elementos figurados do plasma, que era entdo armazenado em tubos de
polietileno de 1,5 ml a uma temperatura de —80 °C. As amostras de sangue dos
controles eram coletadas por ocasido da doagdo no banco de sangue do HCPA,

sendo submetidas a0 mesmo processo.

Posteriormente, o plasma era transportado até o Laboratorio de
Hemostasia do Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), onde, ap6s descongelado
em banho maria a 37 °C por 10 minutos, era analisado para determinacgdo da

dosagem do FvW. Todas as afericdes foram feitas pessoalmente pela Dra. Eliane
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Bandinelli, sendo realizada esta atividade sob a supervisio do Dr. Israel
Roisemberg. Nenhum dos dois pesquisadores sabia se amostra provinha de
pacientes ou de controles, ou tinha conhecimento de qualquer varidvel clinico-
patologica dos pacientes.

A dosagem do FvW era realizada através da quantificacdo do nivel
plasmatico do antigeno do FvW (FvWAg) que era determinado por
imunoeletroforese quantitativa, também conhecida como eletroimunoensaio’”.
A técnica se baseia no emprego de gel de agarose (Bio-Rad®, Standard-low)
acrescido de soro com anticorpos policlonais anti FvWAg, desenvolvido em
coelhos, que foi cedido pelo Dr. T.S. Zimmerman (Scripps Clinic & Research,
La Jolla, CA, USA) e utilizado na concentragdo de 0,67%. O gel imune
composto ¢ distribuido uniformemente na superficie de placas retangulares de
vidro com 2 mm de espessura, medindo 10 cm x 8cm, numa quantidade de 15

ml por placa.

As amostras de plasma a serem testadas diluidas a 1/2 em BBS (0,730 g
de cloreto de sodio, 0,276 g de barbital, 0,206g de barbital sédico, 0,100g de
azida sddica e adgua para 100 ml de solug¢do) sdo aplicadas a placa com gel em
orificios que comportam aliquotas de 15 microlitros. Também sdo aplicadas a
placa, aliquotas de plasma controle (proveniente de um pool do préprio
laboratorio) com uma diluicdo de 1/2, 1/4 e 1/8, correspondendo
respectivamente 4s concentragdes de 100%, 50% e 25% de FvWAg. Em
seguida, a placa é colocada sob a influéncia de um campo elétrico (eletroforese)

a2 V/cm, por 18 horas.
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Este método leva a precipitacdo de complexos antigeno-anticorpo que
migram sobre a superficie da placa formando figuras com formato de foguetes
(figura 4). Para que estas figuras sejam identificadas, é necessario que as placas
sejam lavadas em solugao fisiologica por no minimo 4 horas, prensadas, secadas
em estufa a 50°C e coradas com Azul de Comassie. A altura das figuras de
precipitagdo ¢ entdo medida através de uma reta de calibragdo (regressao
logaritimica altura x concentra¢do). Os valores obtidos correspondem a
concentragdo de FVWAg presente em cada amostra de plasma aplicada, tendo o
plasma controle como parametro para comparacao. Os resultados da aferi¢cdo sao

expressos em unidades por decilitro (U/dL).
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FIGURA 04 — Lamina de vidro com complexos antigeno-anticorpo

formando as figuras em “foguete”.

3.4 Avaliagio clinico-patologica

Todos os pacientes eram avaliados no periodo pré-operatdrio através de
uma seqiiéncia de exames para diagndstico e estadiamento da doenca. Apos a
realizacdo de historia e exame fisico completo, os pacientes eram submetidos a
colonoscopia com biopsia das lesdes. Obtinha-se assim material para realizagao
de exame anatomopatoldgico através do qual era comprovado o diagnostico e

estabelecido o grau de diferenciagao histologica de cada tumor.

A extensdo da doenga era avaliada por ultrassonografia ou tomografia
computadorizada de abdomen, raio X de torax, provas de fungdo hepatica e
dosagem do antigeno carcinoembrionico (CEA). Além destes testes, eram
solicitados eletrocardiograma, hemograma, bioquimica completa, provas de
funcdo renal, tipagem sangiiinea e provas de coagulacdo, que incluiam contagem
de plaquetas, tempo de protrombina (TP) e tempo parcial de tromboplastina

(KTTP).

O estadiamento de cada paciente, como de costume ocorre nos casos de
adenocarcinoma colorretal, somente era completado apds a revisdo trans-

operatoéria e, quando a ressecc¢ao tumoral era possivel, com o anatomopatoldgico
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definitivo da peca cirargica. Os pacientes eram subdivididos em estagios
evolutivos de acordo com a classificacdo de Dukes, modificada por Turnbull
(tabela.01) ***'. Os valores dosados do FvW eram entdo correlacionados com os

dados referentes ao estadiamento e fatores prognoésticos de cada paciente.

TABELA 01 — Estadiamento de Dukes modificado por Turnbull

Estadiamento Extensdo da Neoplasia
A Tumor limitado a parede intestinal
B Tumor extendendo-se até gordura perintestinal
C Metastases para linfonodos regionais
D Metastases a distancia ou tumor irressecavel

por invasao parietal ou de 6rgdos adjacentes

3.5 Analise estatistica

Inicialmente foram obtidas tabelas de freqiiéncia para todas as variaveis
em estudo. As varidveis quantitativas foram descritas com média e desvio
padrdo e as categéricas através de percentuais. O grupo de pacientes com
carcinoma colorretal e o grupo de controles tiveram os niveis plasmaticos do
FvW primeiramente comparados pelo teste T de Stuart. Potenciais diferencas

etarias entre os grupos foram ajustadas através da regressdo linear multipla.

As variaveis categdricas foram comparadas utilizando-se tabelas de

contingéncia, propor¢des e teste de qui-quadrado. As comparagdes de dados
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quantitativos entre trés ou mais grupos, a exemplo da classificagdo tumoral por
estadiamento e outras variaveis de multiplos niveis, foram realizadas por analise
de varianga. O nivel de significancia adotado foi de alfa = 0,05. Os dados foram
processados com auxilio do programas Epi Info (versdo 6) e Satistical Package
for the Social Sciences (SPSS) for Windows (versao 6).

3.6 Ktica

O presente estudo foi avaliado pelo Comissdo de Etica do Hospital de
Clinicas de porto Alegre, Grupo de Pesquisa e Pés Graduag¢ao (GPPG), tendo

sido aprovado no processo de ntimero 99216.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas genéricas da amostra
A amostra estudada foi constituida de 162 individuos, 75 pacientes
(46,3%) e de 87 controles (53,7%), estando suas caracteristicas genéricas

principais expressas na tabela 02.

TABELA 02 — Caracteristicas genéricas *

Pacientes (n = 75) Controles (n=87) P

Sexo masculino. No (%) 37 (49,3) 44 (50,6) 0,87
Sexo feminino. No (%) 38 (50,7) 43 (49,4) 0,87
Idade média em anos + dp 60,2 + 14,8 50+6,1 0,001
Tipo sangiiineo O. No (%) 32 (42,7) 37 (42,5) 0,99
Raga negra. No (%) 2(2,7) I (1,1) 0,86
Raca branca. No (%) 73 (97,3) 86 (98,9) 0,86

*Dados apresentados em numero, com porcentagens dentro de cada
grupo entre parénteses, dp = desvio padrdao. Tipo O, sistema ABO. P

expressa a diferenga estatistica entre os grupos.
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Em relacdo a localizagdo, a maioria dos carcinomas comprometeu o reto
e o colon sigmodide, sendo os procedimentos cirurgicos mais realizados a
retossigmoidectomia anterior € a colostomia para derivacao do transito colonico
nos casos de tumores irressecaveis (tabelas 03 e 04).

TABELA 03 — Localizagao tumoral

Localizagao tumoral n %
Reto 39 52,0
Colon sigmoide 18 24,0
Ceco 5 6,7
Angulo hepatico 4 53
Colon transverso 3 4,0
Angulo esplénico 2 2,5
Colon ascendente 1 1.3
Colon descendente 1 1.3
Multiplas (lesdes sincronicas) 2 2,7

TABELA 04 — Procedimentos cirurgicos

Procedimentos cirrgicos n %

Retossigmoidectomia anterior 20 26,7
Colostomia (derivacao)* 15 20,0
Sigmoidectomia 12 16,0
Amputagao abdominoperineal 11 14,7
Colectomia direita 8 10,7

By pass colonico 4 5,3
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Colectomia total 3 4,0

Colectomia esquerda 2 2,7

*Somente incluidos casos em que a colostomia

foi feita devido a irresecabilidade do tumor.

A classificacdo dos pacientes por estadiamento estd demonstrada na
tabela 05. Nao foram observadas diferengas nas distribui¢des de sexo, idade,

raca , tipagem sangiiinea ou diferencicdo histologica das lesdes nos diferentes

estadios clinico-patoldgicos.

TABELA 05 — Estadiamento tumoral

Estadiamento No. %

A 8 10,7
B 23 30,7
C 17 22,7
D 27 36,0

4.2 Niveis plasmaticos do FvW

A média e o desvio padriao (xdp) do FvW observado nos pacientes com
adenocarcinoma colorretal foi de 230,6 + 96 U/dL e nos controles foi de 150,2 +
58 (P < 0,0001). Quanto ao resultado das medianas, os pacientes t€m 208 U/dL,

com uma variagdo de 87 a 588, ¢ os controles 136 U/dL, com uma variag¢do de

432296 (P<0,001)
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Entretanto, conforme demonstrado na tabela 02, houve uma diferenca
significativa entre a idade média dos pacientes, que ¢ de 60,2 + 14,8 anos
(variacdo entre 20 e 87 anos) e a dos controles, que ¢ de 50 £ 6,1 anos (variagao
entre 30 e 60 anos). Tendo em vista que foi descrita uma tendéncia a elevagao
nos niveis plasmaticos do FvW com a idade, foi necessario o emprego de uma
corregdo estatistica dos resultados obtidos para evitar a possibilidade desta

sz ~ 2
variavel representar um fator de confusdo **>*.

Inicialmente demonstrou-se através da técnica de regressdo linear
simples que o FvW sofre um aumento de 2U/dL para cada ano de vida (P<
0,04). Em seguida foi aplicada a regressdo linear multipla para os resultados do
FvW considerando a diferenga etdria entre os dois grupos. Desta forma,
verificou-se que a concentragdo média do FvW nos pacientes com cancer, que
primeiramente era superior em 80 U/dl, ficou em 77,7 U/dL apds o ajuste,
evidenciando que a varidvel idade tem uma influéncia negligenciavel nos

resultados obtidos.

4.3 FvW e estadiamento tumoral

Verificou-se uma relagdo direta entre os niveis plasmaticos do FvW e o

estadiamento dos pacientes. Na tabela 06 estdo expressas as concentragdes do

FvW para cada estadio clinico-patoldgico, sendo incluidos também os resultados
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do grupo controle para fins de comparagao. A figura 04 ilustra graficamente a

correlagdo descrita.

TABELA 06 — Niveis plasmaticos do FvW e dp por estadiamento

Estadiamento N.o FvW FvW
média £ dp mediana (variacao)
Controles 87 150,2 + 58,1 136 (43 —296)
A 8 192,2 £ 62,2 178 (130 —331)
B 23 224,8 £73,0 208 (92 —404)
C 17 213,9 £ 96,5 205 (87 —376)
D 27 257,6 £ 116,6 230 (94 - 588)

P <0,0001 para médias, P < 0,01 para medianas
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FIGURA 05 — Representacdo grafica dos niveis do FvW com

estadiamento tumoral

Mais uma vez foi necessaria a utilizacdo da regressdo linear multipla,
levando-se em consideragdo a idade para o ajustamento das concentragdes do
FvW em relagdo ao estadiamento tumoral. Foi possivel determinar uma elevacao
constante de 25 U/dL (P < 0,0001) para cada nivel de estadiamento do
adenocarcinoma (tabela 07). A equacdo resultante para o FvW por estadio, apos

o ajuste por idade foi:

FvW =118,1 + 24,8 X Estadio + 0,7 X Idade

TABELA 07 — Niveis do FvW por estadiamento apos ajuste
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pela idade
Estadiamento No. FvW
Controles 87 153,1
A 8 184,9
B 23 209,7
C 17 2345
D 27 259.3
P <0,0001

4.4 FvW e tamanho tumoral

Pacientes com tumores de tamanho maior que 5 cm no maior diametro (n
= 40) tiveram um nivel médio ¢ dp do FvW de 251,3 £ 92,4 U/dL. Pacientes
portadores de tumores com menos de 2 cm (n = 5) e de 2 a 5 cm (n = 30)
apresentaram concentragdes de 206 + 72,5 e 207,2 £+ 100,5 U/dL
respectivamente. Apesar de ter sido encontrada uma diferenga, esta ndo atingiu

significancia estatistica.

As medianas obtidas para as lesdes maiores que 5 cm, com menos de 2
cme de 2 a5 cm foram 246 U/dl (87 —474), 186 (152 —331) e 183,5 (92 — 588)
respectivamente. A diferenca entre os grupos, em contraste com a obtida na

comparacao das médias foi estatisticamente significativa (P < 0,02)



54

4.5 FvW e invasao tumoral de orgaos adjacentes

Em cinqiienta e dois casos ndo houve invasdao neopléasica de orgaos

adjacentes, tendo ocorrido o oposto em 23 pacientes. A tabela 08 mostra os

diversos padrdes de invasdo encontrados.

TABELA 08 — Invasao de 6rgdos adjacentes

Orgio invadido No. %

Bexiga 8 34,7
Utero 3 13,0
Figado 2 8,7
Duodeno 2 8,7
fleo 2 8,7
Pancreas 1 4.3
Outros 5 21,7

Foi observada uma diferenca de 62 U/dL (P < 0,009) na concentra¢ao do
FvW nos pacientes com tumores que invadiam outras estruturas em relagdo aos
demais, com médias de 273,6 e 211,6 U/dL respectivamente. Os pacientes com
lesdes invasivas tinham uma mediana de 274 U/dL (94 — 588) e os pacientes
com lesdes sem este padrdo de 200 U/dl (87 — 404), sendo esta diferenga

significativa (P < 0,02).

4.6 FvW e metastases a distancia
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Dezesseis pacientes apresentaram metastases em outros o6rgaos (tabela
09). A média do FvW neste grupo foi de 276,6 = 117,2 U/dL e nos pacientes
com doenga ndo metastatica foi de 215,9 + 85,5 U/dL. A diferenca de 60,7 U/dL,
atingiu significancia estatistica (P<0,02). A mediana dos pacientes com

metastases fo1 278 U/dL (133 — 588) e a dos pacientes sem esta caracteristica foi

203 U/dL (87 — 474), atingindo esta diferenca significancia (P< 0,05).

TABELA 09 — Localizagdo das metastases

Localizagao No. %
Figado 13 81,25
Pulmao 2 12,5
Ovario 1 6,25

4.7 FvW e CEA; FvW e diferenciacio histoldgica

O FvW foi comparado com o nivel sérico do CEA, ndo sendo possivel
estabelecer uma correlagdo entre ambos. As concentragdes do CEA variaram de
0,5 até 26543 ng/ml, ndo tendo relagdo significativa com a progressao de

estadiamento tumoral.

O mesmo se verificou quanto ao grau de diferencia¢do histologica dos

tumores, que estd representado na tabela 10. A distribui¢do dos tumores mais
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agressivos (pouco diferenciados e do tipo mucinoso) ndo variou entre os estagios

de Dukes (tabela 11).

TABELA 10 — Diferenciacao histoldgica dos tumores

Grau de diferenciagdo No %
Bem diferenciados 4 5,3
Moderadamente dif. 58 77,3
Pouco diferenciados 7 9.3
Tipo mucinoso 6 8,0

TABELA 11 — Distribui¢do dos tumores mucinosos

ou pouco diferenciados por estagios

Estadiamento No %
A 2 25
B 3 13
C 4 23
D 4 15
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Pacientes portadores de tumores pouco diferenciados ou do tipo
mucinoso tiveram niveis médios do FvW de 234 + 101 U/dL, enquanto aqueles
com tumores bem ou moderadamente diferenciados tiveram niveis de 214 + 65
U/dL. As respectivas medianas foram 212 U/dL (97 — 352) e 203 U/dL (87 —
588). Nao foram observadas diferengas significativas quando comparadas estas

medidas.

5. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo a ser publicado na literatura que documenta o
comportamento do FvW em pacientes com adenocarcinoma colorretal.
Pacientes com diferentes tipos de neoplasias tiveram registrados niveis
plasmaticos elevados do FvW. Em relacdo aos tumores digestivos € em
particular ao adenocarcinoma colorretal, até o presente momento nao havia sido
realizado qualquer estudo no sentido determinar a relacdo desta proteina com os

diversos fatores prognodsticos da doenga.
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Inicialmente, foi possivel demonstrar um aumento estatisticamente
significativo na concentragcdo do FvW nos pacientes com adenocarcinoma
colorretal em relagdo a controles saudaveis. O fato de haver uma diferenga entre
a idade média dos dois grupos, sendo os pacientes 10 anos mais velhos que os
controles, tornou necessario o emprego de uma corregao estatistica dos dados. O
nivel médio do FvW dos pacientes com cancer, que inicialmente era de 80 U/dL
superior ao nivel dos controles (P < 0,001), ficou em 77,7 U/dL apos o ajuste
pela técnica da regressdo linear multipla. A variagdo etaria teve portanto uma
influéncia muito pequena neste resultado. Nao foram feitas corregdes estatisticas
por sexo, raga, ou grupo sangiiineo, ja que a distribui¢do destas variaveis era

semelhante nos dois grupos (tabela 02).

O achado mais relevante deste estudo foi a relagdo direta do FvW com o
estadiamento tumoral. Os valores dosados do FvW tiveram uma elevagao com a
progressao dos niveis da classificagdo modificada de Dukes, sendo a média dos
pacientes com o estadio A 192,2 U/dL e a dos pacientes com estadio D 256,7
U/dL. Mais uma vez, a potencial diferenga na distribuicao das idades entre cada
estadio poderia representar um fator de confusio na interpretagao dos resultados.
O ajuste dos dados por regressio multipla, considerando a variacdo etaria,
possibilitou uma visdo mais clara e linear do fenomeno. Conforme demonstrado
na tabela 08, ha um aumento de 25 U/dL no FvW para cada nivel de

estadiamento (P < 0,0001).
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A importancia destes dados se deve ao fato de que, apesar de diversos
fatores prognosticos para o adenocarcinoma colorretal terem sido estudados, a
classificagdo patlégica de Dukes permanece como o principal determinante da

sobrevida dos pacientes e tempo livre de doenca ** ™.

Em contraste com estudos abordando neoplasias ginecoldgicas, de cabega
e pescoco ¢ de laringe, os pacientes com adenocarcinoma colorretal
manifestaram a tendéncia a eleva¢do dos niveis plasmaticos do FvW, em
comparagdo aos controles, mesmo no estagio mais precoce da doenga (Dukes A)
75767778 ‘Este resultado vem ao encontro da fisiopatologia da elevagio do FvyW
nas neoplasias, uma vez que tumores maiores de 2 a 3 milimetros cubicos, ja
desencadearam a seqiiéncia da angiogénese, sendo nutridos por vasos
neoformados '® ' ?°. E provavel que os demais estudos nio tenham observado
uma diferenca semelhante por terem trabalhado com menor numero de

pacientes.

Os niveis plasmaticos superiores do FvW nos pacientes com cancer sao
determinados por uma série de mecanismos bioldgicos complexos e interligados.
A angiogénese parece ser a etapa inicial deste processo. A proliferagdo vascular
acelerada se d4 em resposta a proteinas estimuladoras secretadas pelo tumor,
sendo a principal o fator de crescimento do endotélio vascular ' ' *. As células
endoteliais passam a apresentar modificacdes ultraestruturais caracteristicas de

. . - L. 4
um estado ativado, com maior produgdo protéica *.
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Conforme estudo realizado por Zanetta e coloboradores, usando a técnica
de PCR, a incubag¢do de células endoteliais de veia umbilical humana em meio
com alta concentracdo do fator de crescimento do endotélio vascular leva a um

aumento de vérias vezes na produgdo do RNAm para o FvyW *,

Além disso, recentemente foi demonstrada uma redugdo significativa na
protease responsavel pela clivagem do FvW no plasma de pacientes com
tumores solidos disseminados. A esta diminui¢do correspondia um aumento
proporcional das concentracdes do FvW, especialmente em sua forma

multimérica maior e mais ativa .

A andlise de certos aspectos particulares do adenocarcinoma colorretal
permite acrescentar elementos novos a discussdo. Independentemente do
estadiamento ao qual pertenciam, pacientes com neoplasias que invadiam
estruturas adjacentes tinham niveis mais elevados do FvW em comparagao
aqueles com neoplasias sem este comportamento (P < 0,009 para médias ¢ P <
0,02 para medianas). Este dado ndo pode ser explicado simplesmente pelo maior
volume destes tumores, ja que pacientes com lesdes de menos de 2 cm’ e com
lesdes de 2 a 5 cm’® apresentaram niveis médios de FvW praticamente idénticos.
Pacientes com tumores maiores de 5 cm’ apresentaram concentragdes mais
elevadas do FvW, porém sem significincia em comparacdo as lesdes menores

quando eram analisadas as médias.

O dano tecidual as estruturas anatomicas invadidas, com resposta

inflamatoria associada, pode contribuir para a elevacdo no FvW verificado
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nestes casos. Tal qual ocorre nas infecgdes agudas e doengas inflamatorias, o
FvW pode estar aumentado ndo apenas pela proliferacao vascular acelerada, mas
também em conseqiiéncia do dano endotelial ativo (reagdo de fase aguda) *”**
3940 Além disso, varios autores relataram que o tamanho do tumor tem uma

relagio pouco significativa com o prognostico da doenga **%.

No presente estudo, os pacientes com adenocarcinoma colorretal
metastatico apresentaram niveis superiores do FvW em relacdo aos pacientes
com doenga localizada (P < 0,02). Este dado est4 fortemente associado ao papel
desempenhado pela proteina no processo de disseminacdo tumoral
hematogénica. O FvW ¢é o principal promotor da interacdo entre as células
neoplasicas na circulagdo e as plaquetas, agindo como verdadeira ponte através
da qual se dara esta ligagdo. Desta maneira, sera formado o “émbolo neoplésico”
que garante a viabilidade das células tumorais, conferindo a estas prote¢ao
contra a acdo do sistema imunoldgico e maior adesividade aos leitos capilares

Lo~ 1
dos érgdos alvo .

Viarios estudos experimentais demonstraram que a inibi¢do da atividade
plaquetdria ou a inducdo de trombocitopenia levam a uma diminui¢do

46, 4 1 .
6. 49,50, 51 "Nesta linha de

significativa do niimero de metéstases produzidas
abordagem, o estudo de Karpatkin e colaboradores foi essencial para defini¢ao
da fungdo do FvW neste processo. O uso de anticorpos especificos contra o FvW
e contra seus receptores celulares (Gpllb-Gpllla), em camundongos, diminuiu

dramaticamente a ligagdo entre as células tumorais e as plaquetas e, em

N . . ’ r . 1
conseqiiéneia, reduziu o nimero de metistases pulmonares em até 64% °'.
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Resultados semelhantes foram posteriormente reproduzidos por outros modelos

experimentais = ©> 73

A atividade do FvW ¢ potencializada pela acdo da trombina. Esta
proteina provoca um aumento na expressao do complexo Gpllb-Gpllla na
superficie celular das células tumorais e das plaquetas, bem como promove uma
maior afinidade entre estes receptores ¢ o FvW %, A infusdo de trombina em
modelos animais leva a produ¢do de um maior de metastases, sendo este efeito
prontamente bloqueado por anticorpos contra o FvW ou contra os receptores

GplIb-Gpllla *.

Desta forma, os niveis aumentados do FvW nos pacientes com o
adenocarcinoma disseminado, podem ndo apenas refletir a presenga de uma
maior massa de tecido neoplasico e de vasos neoformados, mas também
representar o componente indispensavel, sem o qual o processo de

metastatizagdo nao teria efetivamente ocorrido.

Nao foi observada associagdo entre o0 FvW e a dosagem sérica do CEA.
Algumas consideragdes podem ser elucidativas a este respeito. Sabe-se que o
CEA esta elevado em 40 a 70% dos pacientes com diagnoéstico de carcinoma
colorretal, sendo inversamente proporcional ao grau de indiferenciagao
histologica das lesdes. Noventa e cinco por cento dos pacientes com tumores
bem diferenciados tem niveis aumentados do antigeno, enquanto o mesmo

ocorre em apenas 30% dos tumores pouco diferenciados ®. Notadamente, em
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um paciente portador de um tumor com tal grau de diferenciagdo, uma dosagem

normal pré-operatoria do CEA ndo sugere uma evolucio favoravel da doenca ™.

Os resultados descritos na literatura considerando a validade do CEA
como fator prognodstico sdo controversos. Alguns autores encontraram uma
correlacdo linear entre o estadiamento tumoral (também usando a classificagao
de Dukes) e os niveis séricos do antigeno, tendo observado que pacientes com
CEA superior a 10 ng/ml tem 3,24 vezes mais chance de apresentar recorréncia
da doenca *’. Em contrapartida, estudos desenvolvidos com o mesmo objetivo,

chegaram a resultados exatamente opostos **°.

Embora exista uma tendéncia a aceitagio do CEA como fator
prognostico do adenocarcinoma colorretal, sua principal utilidade ¢ a de controle
da recidiva pos-operatoria, através da dosagem em intervalos regulares ° . Na
presente amostra, ndo foi demonstrada correlacdo significativa entre a dosagem

pré-operatoria do CEA e o estadiamento das lesdes.

Nao foi verificada associacdo entre o FVvW e o grau de diferenciagdo
histologica dos tumores. Resultados semelhantes foram verificados por Ohtani e
Nagura, ao estudarem a microvasculatura do estroma de carcinomas gastricos
por microscopia eletronica. Estes autores observaram que as células endoteliais
dos capilares que irrigavam os tumores com diferenciacdo histologica do tipo
intestinal apresentavam maior quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso,
onde se localizava, assim como nos corpos de Weibel-Palade, a maior

concentragdo do FvW. Tal padrio serviu para evidenciar uma mudanca das
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células endoteliais para um estado de producdo protéica ativa. Nas células
endoteliais dos tumores indiferenciados, tais varia¢des estruturais das nao eram
tdo marcantes, ocorrendo um numero menor de alteragdes hipertroficas para

producio do FvW .

Na presente amostra os tumores menos diferenciados ou os do tipo
mucinoso ndo apresentaram niveis mais elevados do FvW. A interpretacdo deste
dado deve levar em conta que ndo houve maior incidéncia destes tipos de lesdo
entre os estdgios mais avangados da doenga (Dukes C e D). Ou seja, o aumento
nos niveis do FvW encontrados nos pacientes com adenocarcinoma colorretal
depende de condigdes relacionadas 4 angiogénese e ao estadiamento tumoral e

ndo do grau de diferenciagdo histologica das lesdes.

Os resultados deste estudo demonstram a associagdo do FvW com
fatores progndsticos relevantes para o adenocarcinoma colorretal. Embora tenha
sido analisada uma amostra de tamanho relativamente reduzido, foi possivel
demonstrar que niveis plasmaticos elevados desta proteina podem representar
um importante indicador do comportamento bioldégico do tumor. O papel
desempenhado pelo FvW no processo metastatico reforca esta idéia e indica que
o aumento verificado nos pacientes com adenocarcinoma colorretal possa ter

influéncia na evolucao da doenca.
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7. CONCLUSOES

7.1 Conclusao Geral

Os niveis plasmaticos do FvW estdo significativamente aumentados

nos pacientes com adenocarcinoma colorretal (P < 0,0001).



66

7.2 Especificas

a) Existe associacdo significativa entre o FvW e o estadiamento

clinico-patologico da doenca (P < 0,0001).

b) Existe associa¢do entre o FvW e a presen¢a de invasdo tumoral de

estruturas anatomicas adjacentes (P < 0,02).

c) Existe associacdo entre o FvW e a ocorréncia de metéstases

hematogénicas 4 distancia (P < 0,05).

d) Nao ha correlagdo significativa do FYW com tamanho tumoral,

diferenciagdo histologica das lesdes e dosagens séricas do CEA.

8. PERSPECTIVAS

Os dados apresentados abrem a perspectiva da realizagdo de dois novos
estudos subseqiientes, seguindo a mesma linha de investigacdo. O primeiro
representa a continuacdo natural do presente trabalho e consiste no
acompanhamento regular dos pacientes com adenocarcinoma colorretal aqui

estudados. Sera realizado um estudo de coorte, devendo ser considerado o tempo
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livre de doenga e a sobrevida dos pacientes em comparacdo com os niveis do

FvW determinados no periodo pré-operatério.

O segundo e de realizacdo mais imediata tera o objetivo de correlacionar
os niveis plasmaticos do FvW com a contagem de microvasos por campo de
microscopia obtida das pecas de anatomopatologia dos pacientes incluidos no
estudo atual. Conforme os resultados obtidos, poder-se-a definir o papel do FvW

como marcador da neovascularizagao tumoral.

O cancer colorretal apresenta uma grande heterogenecidade de
comportamentos bioldgicos, sendo os meios classicos de classificacdo da doenga
ainda limitados. Muitas vezes sdo agrupados em um mesmo estagio tumores que
apresentam formas de progressio completamente distintas ' . Os pardmetros
clinico-patologicos hoje utilizados no estadiamento e na avaliagdo prognoéstica
dos pacientes deverdo ser aprimorados no sentido de incorporar novos

conhecimentos sobre o comportamento e evolugdo da doenga.

A semelhanca do que vem sendo observado em outras neoplasias
malignas, a classificacdo dos pacientes devera considerar, em um futuro
préximo, as caracteristicas genéticas e de biologia molecular do tumor ** *°.
Antecipa-se que o patologista devera informar n3o apenas os padrdes de

diferenciagdo histoldgica e extensdo do tumor, mas também quais as

propriedades bioldgicas que o mesmo possui.
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Ao estudar o FvW em pacientes com adenocarcinoma colorretal, buscou-
se a identificacao de uma nova varidvel biologica potencial para a doenca. Uma
vez que o processo de angiogénese desempenha um papel critico para o
desenvolvimento das metastases tumorais, torna-se relevante a quantificagdo
desta proteina, cujos niveis estdo diretamente relacionados a proliferagao

2
vascular 2% %77,

Além disto, existe a possibilidade de que, uma vez identificada sua
importancia do processo de disseminacao neoplasica, O FvW possa representar
um novo alvo para o controle da doenca. Neste sentido, ha uma série de agentes
experimentais com a¢do bloqueadora do processo de metéstases em estudos

clinicos iniciais envolvendo pacientes com tumores solidos avangados *°.

Ao contrario da quimioterapia convencional, via de regra associada &
toxicidade significativa para os tecidos normais, espera-se que estas novas
estratégias possam apresentar maior seletividade pelo processo neoplésico,
elevando o indice terapéutico e contribuindo para a melhoria da qualidade de

vida dos pacientes.

SUMMARY

The colorectal adenocarcinoma is one of the most prevalent solid tumors
in the world, occupying the third position in both sexes, preceded by lung and

stomach carcinoma in men, and by breast and cervix carcinoma in women. In
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Brazil, the colorectal adenocarcinoma is among the five more frequent
neoplasias, occupying the fifth position in mortality rank. Patients’ global
survival is around 40% in 5 years, having had a small increasement of this rate

in the last four decades.

The clinicopathological staging remains the most important prognostic
predictor in colorectal adenocarcinoma. The five-year survival rate of patients
bearing distant metastases is less than 5%. These lesions are found in 75% of
individuals that die from the disease and they represent, most of the time, a

terminal event.

The metastatic process follows a sequence of interlinked steps that
should be completed by the tumor cell to produce a clinically relevant lesion.
The first step is the angiogenesis. This mechanism consists of accelerated
endothelial-cell proliferation, resulting in growth of new blood vessels that will

allow tumor to grow and send neoplastic cells to circulation.

This neovascularization results in a bigger production of von Willebrand
factor, a plasmatic glicoprotein that is essential to the process of primary
homeostasis. This protein is released by endothelial cells and platelets and its
levels are increased in clinical situations marked by endothelial proliferation or

damage.

In cancer patients, besides being an angiogenic marker, von Wilebrand

factor contributes directly to metastases production, by promoting binding of
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tumor cells to platelets. Such interaction results in heterotypic cell aggregates,
which are not recognized by the immune system and are more capable to adhere

to capillary beds of the reached organs.

In the present study, von Willebrand factor plasma levels were compared
between a group of 75 patients with colorectal adenocarcinoma and a group of
88 health controls, being these values correlated with main prognostic markers

of the disease.

Patients had higher plasma levels than controls, and the difference
reached statistical significance. There was a significant association among von
Willebrand factor concentrations and tumor staging, adjacent anatomical

structures invasion and distant metastases.

The study results indicate that von Willebrand factor plasma levels in
patients with colorectal adenocarcinoma may represent an important indicator of
tumor biological behavior. The hole of the protein in metastatic process
reinforces this statement and its increseament among cancer patients may have

influence in the disease evolution.
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