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RESUMO

O céancer corresponde a segunda principal causa de morte na maioria dos paises e
com o envelhecimento populacional prevé-se que sua incidéncia aumente ainda mais.
Trata-se de uma doenca heterogénea, na qual fatores individuais, incluindo a
predisposicdo genética, bem como fatores ambientais contribuem para o seu
desenvolvimento. Nas Ultimas décadas, houve avancos na prevencao e detec¢éo da
doenca e embora novas terapias tenham melhorado as op¢des de tratamento para
cancer localizado, que muitas vezes pode ser curado com cirurgia local ou radiacao,
a metastase, uma doenca sistémica, tem sido a principal razéo de falha terapéutica. A
metastase é um processo altamente coordenado e dindmico de varias etapas, na qual
a interacdo das células tumorais com células do microambiente do hospedeiro é
determinante para o estabelecimento bem-sucedido do nicho metastatico. Nesse
cenario, evidéncias sugerem haver uma estreita comunicacdo cruzada entre células
tumorais e plaquetas que auxiliam células tumorais na conclusdo de varias etapas da
cascata metastatica. Alteracbes hemostaticas em pacientes com tumores sélidos séo
frequentemente observadas na area clinica. A interacdo entre células tumorais e
plaguetas pode ocorrer de maneira direta por moléculas ligadas a membrana ou
liberacdo de mediadores solluveis, ou de maneira indireta através da geracdo de um
nicho pro-trombotico, de maneira geral induzindo ativagéo plaquetaria. Essa ativagédo
plaguetaria aberrante confere vantagens para a progressao metastética por diferentes
mecanismos. A secrecdo plaquetaria desencadeia a liberacdo de moléculas pré-
angiogénicas que auxiliam no crescimento do tumor e transmigracdo de células
tumorais. Durante o processo metastatico, a expressao de moléculas de adesao induz
a formacdo de agregados de plaguetas e células tumorais circulantes, fornecendo
protecdo contra as condi¢des reologicas e promovendo sua sobrevivéncia contra a
eliminac&o imunoldgica. A interacdo plaqueta-célula tumoral estimula vias associadas
a transicéo epitélio mesenquimal, ademais, auxilia a adesédo de células tumorais ao
endotélio, permitindo a parada e extravasamento de células cancerigenas. Prever
interacbes entre células tumorais e plaquetas pode auxiliar no monitoramento da
doenca e de seus riscos trombaoticos associados e estabelecer mecanismo de falha
nessa comunicacdo pode tornar a célula tumoral incompetente para completar a
cascata metastatica, auxiliando no tratamento.

Palavras-chave: Plaguetas; neoplasias; metastase; agregacgéo plaquetaria induzida

por células tumorais; ativacao plaquetaria.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in most countries, and with the aging
population its incidence is expected to increase further. It is a heterogeneous disease
in which individual factors, including genetic predisposition, as well as environmental
factors contribute to its development. In recent decades, there have been advances in
the prevention and detection of the disease, and although new therapies have
improved treatment options for localized cancer, which can often be cured with local
surgery or radiation, metastasis, a systemic disease, has been the main reason for
therapeutic failure. Metastasis is a highly coordinated and dynamic multistep process,
in which the interaction of tumor cells with cells in the host microenvironment is critical
to the successful establishment of the metastatic niche. In this scenario, although
platelets play an essential role in hemostatic processes, evidence suggests there is a
close cross-communication between tumor cells and platelets that assists tumor cells
in completing various steps of the metastatic cascade. Hemostatic alterations in
patients with solid tumors are frequently observed in the clinical area. The interaction
between tumor cells and platelets can occur directly through membrane-bound
molecules or the release of soluble mediators, or indirect through the generation of a
pro-thrombotic niche, generally by inducing platelet activation. This aberrant platelet
activation confers advantages for metastatic progression by different mechanisms.
Platelet secretion triggers the release of pro-angiogenic molecules that assist in tumor
growth and transmigration of tumor cells. During the metastatic process, the
expression of adhesion molecules induces the formation of aggregates of platelets and
circulating tumor cells, providing protection against rheological conditions and
promoting their survival against immune elimination. Platelet-tumor cell interaction
stimulates pathways associated with epithelial-mesenchymal transition, furthermore, it
aids adhesion of tumor cells to the endothelium, allowing arrest and extravasation of
cancer cells. Predicting interactions between tumor cells and platelets may help in
monitoring the disease and its associated thrombotic risks, and establishing the
mechanism of failure in this communication may render the tumor cell incompetent to
complete the metastatic cascade, aiding in treatment.

Keywords: Platelets; neoplasms; metastasis; tumor cell-induced platelet aggregation;
platelet activation.
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1 INTRODUCAO

O céancer € o principal problema de saude publica no mundo e esta entre as
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos) na maioria dos paises.
Prevé-se que mais de 20 milhdes de novos casos de cancer aparecam mundialmente
antes de 2025 (LEWANDOWSKA et al, 2019).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) a estimativa para o Brasil a
cada ano do triénio 2020-2022 aponta que ocorram 625 mil casos novos de cancer. A
morbidade e a mortalidade causadas pelo cancer vém aumentando, em parte pelo
crescimento e envelhecimento populacional e pela mudanga na distribuicdo e na
prevaléncia dos fatores de risco de cancer (INCA, 2020).

A metéstase, processo de disseminacao de células tumorais por via circulatéria
(sanguinea ou linfatica), para produzir um novo crescimento em O0rgaos ou regides
distantes do tumor primario (TERUEL, 2005) é a principal causa de falha na terapia
do céncer (FARES et al., 2020).

Apesar de as plagquetas serem contribuintes centrais para a hemostasia, trafego
de leucdcitos durante a inflamagdo e manutencdo da estabilidade do vaso, ha
evidéncias significativas para apoiar seu papel essencial no suporte a metastase por
diferentes mecanismos (ROVATI, 2022). Desde a segunda metade do século XIX,
varios mecanismos dependentes de plaquetas favorecendo a disseminacéo
metastéatica tém sido identificados, destacando o papel das plaquetas como atores
ativos no crescimento e disseminacéo do cancer (SMEDA, 2020).

A interacdo entre plaquetas e células tumorais é evidentemente reciproca. As
plaquetas tém um efeito estimulador sobre a progressdo do cancer, enquanto, ao
mesmo tempo, a presen¢a de uma doenga maligna afeta multiplas caracteristicas e
funcdes plaquetarias. Por exemplo, tumores malignos demonstraram aumentar o
namero de plaquetas e sequestrar as fungdes das plaguetas para promover a
progressao do cancer (SABRKHANY et al., 2021).

No cenério clinico, a trombocitose e a hiperativacdo plaquetaria estao
associadas a progressao do cancer e um pior prognéstico (LUCOTTI, 2020). A
trombocitose € frequentemente observada em pacientes com tumores malignos
metastaticos e deve-se a producao de citocinas pelas células tumorais resultando no

aumento da trombopoiese (LOU, 2015).
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As células tumorais ativam as plaquetas por mecanismos distintos
(SCHLESINGER, 2018), contribuindo para liberacdo de varios fatores pro-
tumorigénicos. Por exemplo, o fator de crescimento transformador  (TGF-B) que
demonstrou regular negativamente a reatividade antitumoral das células natural killer
(NK), enquanto simultaneamente promove a malignidade do céancer ativando a
transicao epitelial-mesenquimal (EMT) de células cancerosas (SMEDA, 2020).

Outros fatores liberados séo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) que induzem a formacao de vasos
sanguineos infiltrantes em tumores e pode promover proliferagdo/diferenciacdo de
células associadas ao cancer no microambiente tumoral (RUBY XU, YOUSEF, HEYU
NI, 2018)

A formacdo de heteroagregados de células tumorais com plaquetas e
fibrinogénio atua como um escudo ao redor das células tumorais fornecendo prote¢éo
mecanica contra o estresse de cisalhamento. Paralelamente, inibem a atividade
protetora das células imunes, que ndo conseguem reconhecer as células tumorais, e
mesmo que as reconhecam, elas ndo tém acesso para destrui-las (ANVARI, 2022;
ROVATI, 2022).

Esse revestimento permite que plaquetas ativadas possam transferir por
contato direto o complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC 1) para
as células tumorais (LOU, 2015). Este mecanismo permite que as células tumorais
exercam regulacdo negativa sobre receptores MHC | para escapar da vigilancia
imunoldgica das células T (SCHLESINGER, 2018).

Portanto, plaguetas modificam sua funcdo em resposta a estimulos do
parénquima tumoral (ROWETH, 2021) e seus mediadores passam a regular as
atividades das células cancerigenas (NAILIN, 2015).

A relevancia dos estudos acerca de como as plaquetas atuam na metastase as
tornam alvos provaveis na busca por terapias mais eficazes contra a metastase, visto
gue ha indicios de que a inibicdo da funcdo plaquetaria tem um efeito inibitorio no
crescimento do tumor e que isso aumenta a sobrevida global de pacientes. Além disso,
até agora as plaguetas tém sido negligenciadas na pesquisa de biomarcadores
sanguineos, apesar da crescente evidéncia de que plaquetas sdo importantes no

desenvolvimento e progressao de cancer (SABRKHANY et al., 2021).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL:

Abordar os mecanismos pelos quais as plaquetas contribuem para a metastase

por via hematogénica.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

Descrever os principais mecanismos diretos e indiretos de ativacdo plaquetaria
no cancer.

Abordar a importancia dos mediadores quimicos liberados com a secrecao
plaquetéaria no contexto do cancer.

Discutir os mecanismos de evasdo da resposta imunolégica pelas células
tumorais mediados pelas plaquetas.

Mostrar a interacdo bidirecional plaqueta-célula tumoral na progresséao
metastatica do cancer e suas consequéncias.

possiveis alvos para terapias antiplaquetarias para prevencéo da metastase

a serem explorados por estudos posteriores.



15

3 METODOS

Foi realizada uma revisao bibliografica narrativa nos idiomas inglés, portugués
e espanhol com base em artigos cientificos publicados na base de dados PubMed no
periodo de 2015 a 2022, porém, referéncias de conteddo béasico em livros
compreendendo conceitos fundamentais publicados em periodos anteriores também
foram consideradas.

Os artigos cientificos filtrados a partir dos descritores e datas estabelecidas
foram pré-selecionados, primeiro com base no titulo e em uma segunda analise com
base no resumo.

Posteriormente, a analise do material selecionado foi realizada a partir da
leitura de toda extenséo dos trabalhos cientificos, sendo citados e referenciados ao
longo do nosso trabalho os pontos pertinentes ao tema-estudo.

Os critérios de incluséao foram definidos conforme a pertinéncia e relevancia ao
tema, ja os critérios de exclusao foram de artigos que nédo se referiam ao assunto ou
apresentavam informacdes ambiguas.

Na busca pelos artigos empregamos 0s seguintes descritores: plaquetas,
estrutura plaquetaria, metastase, cancer, trombocitose no cancer, plaquetas e
metéastase, plaquetas e cancer, fisiologia das plaquetas, interacéo plaquetas e células

tumorais, neoplasia, angiogénese tumoral, transi¢cao epitélio-mesenquimal.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 FISIOLOGIA DAS PLAQUETAS

Plaguetas sdo células anucleadas metabolicamente ativas com formato
discoidal, conforme Figura 1, contendo humerosas organelas funcionais, uma ampla
gama de receptores de superficie, moléculas de adesdo, numerosos granulos,
proteinas pré-embaladas e varias formas de RNA (acido ribonucleico) de suas células
precursoras (KOUPENOVA et al., 2018; LUCOTTI et al., 2020: YUN et al., 2016). As
plaquetas ndo contém um ndcleo, portanto, os transcritos de RNA mensageiro
(mRNA) existentes se originam de megacariécitos durante a sintese de plaquetas
(SABRKHANY et al., 2021). Uma vez que possuem mRNA, as plaquetas podem
sintetizar quantidade consideravel de proteinas (YUN et al., 2016).

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura de plaguetas em repouso.

Fonte: KOUPENOVA et al., 2018

As plaquetas derivam da linhagem hematopoiética a partir de megacariocitos,
sendo sua produgdo um processo sistematico e regulado por varias citocinas e fatores
de crescimento, embora a trombopoietina (TPO) seja o regulador chave (HOLINSTAT

et al, 2017; YUN et al., 2016). A megacariopoese, que tem seus principais tipos
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celulares representados na Figura 2, é iniciada com a célula-tronco hematopoiética
gue a partir de estimulos se diferencia no megacarioblasto, este possui capacidade
de divisdo e continua aumentando de volume até gerar o pré-megacaridcito, que
apresenta seu potencial de divisdo restringido ao nucleo. Origina-se 0 megacariécito,
cujo nucleo é poliploide, o citoplasma cresce e libera milhares de plaquetas
(AZEVEDO, 2019). Megacariocitos maduros reestruturam seu citoplasma e estendem
projecdes pseudopodais referidas como proplaquetas através das células endoteliais
sinusoidais e liberam plaquetas para a circulacdo (YUN et al., 2016). A
megacariopoese ocorre na medula Ossea ou, como foi demonstrado mais

recentemente, no pulmao (HOLINSTAT et al., 2017).

Figura 2. Esquema da megacariopoese.
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Fonte: Adaptado de YOUNG; POULSEN, 2003.

Uma vez liberadas por seu precursor megacariocitico, as plaguetas entram na
corrente sanguinea e circulam por 7 a 10 dias (KOPENOUVA et al 2019). Evidéncias

acumuladas sugerem que a populacéao de plaquetas em um individuo é heterogénea,
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0 que provavelmente resulta de diferengas durante a trombopoiese (por exemplo, pela
formacdo de proplaguetas de megacariécitos dissimilares), condicbes ambientais e
envelhecimento das plaquetas (ESTEVEZ et al., 2017).

Depois dos eritrécitos, as plaquetas sdo as células prevalentes na corrente
sanguinea, sendo encontradas 150 a 400 x 10° /L em individuos saudaveis e o volume
médio de plaquetas varia entre 7,5 e 10,5 fL (GREMMEL; FRELINGER 3rd;
MICHELSON, 2016; KOPENOUVA, 2019; GLADER, 2018).

A vida util da plagueta é limitada devido ao fato dela n&o possuir nucleo e estar
exposta a altas forgas de cisalhamento no vaso. No final de sua vida no vaso ou ap6s
a ativagdo completa da plaqueta e incorporagdo em um coagulo em formacao no vaso,
elas sdo removidas do vaso por neutréfilos e macréfagos e transportadas para o bacgo
para remoc¢éao do corpo (HOLINSTAT et al., 2017). No estado estacionario, quando a
producao de plaquetas é igual a destruicdo, o turn over plaquetario € estimado em 1,2
a 1,5 x 10 células/dia (GLADER, 2018)

4.1.1 Estrutura plaquetaria:

4.1.1.1 Glicocalice

O glicocélice como revestimento externo da plaqueta é uma estrutura dindmica
e o local do primeiro contato com o meio envolvente. Ele contém glicoproteinas (GPs)
de superficie necessarias para a interacao de plaquetas com estruturas subendoteliais
da parede do vaso lesado, ativacéo plaquetaria, adeséo e agregacao plaquetaria, bem
como retracdo do coadgulo (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

A carga negativa liquida do glicocalice fornece uma forca repulsiva que impede
a agregacao espontanea de plaquetas a medida que elas interagem com outras
plaquetas, células sanguineas e endoteliais durante o fluxo (MICHELSON, 2019).
Além disso, essa carga negativa permite a captura de componentes plasmaticos na
superficie da plaqueta, facilitando a endocitose (MICHELSON, 2019).

4.1.1.2 Membrana plasmatica

A bicamada lipidica € morfologicamente semelhante as membranas de outros
tipos de células, mas desempenha um papel importante na coagulacdo do sangue
(MICHELSON, 20186).
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Os fosfolipidios neutros fosfatidilcolina e esfingomielina predominam na
camada plasmatica, ja os fosfolipidios aniénicos ou polares fosfatidilinositol,
fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina predominam na camada citoplasmatica interna,
além disso, contém fator tecidual (FT). Esses fosfolipidios anidnicos, especialmente o
fosfatidilinositol, auxiliam na ativacao plaquetéaria fornecendo &cido araquid6nico, um
acido graxo insaturado que se converte nos eicosanoides, prostaglandina e
tromboxano A2, durante a ativacdo plaquetaria (FRITSMA, 2015; MICHELSON,
2016).

Uma caracteristica especifica da membrana plasmética plaquetaria € sua
capacidade de suportar a geracdo de trombina através da cascata de coagulacéo,
fornecendo uma superficie pré-coagulante para a montagem de complexos
enzimaticos da cascata de coagulacdo (MICHELSON, 2019).

A coagulagao ocorre por meio da interacdo de enzimas, cofatores e inibidores
para gerar uma resposta hemostatica, resultando na formacéao de trombina que, entao,
guebra a molécula de fibrinogénio em mondmeros de fibrina. A cascata classica divide
a coagulacdo em uma via extrinseca (envolvendo elementos do sangue e elementos
gue usualmente ndo estdo presentes no espaco intravascular) e via intrinseca
(iniciada por componentes presentes no espaco intravascular), que convergem para
uma via comum, a partir da ativagao do fator X (X) (FERREIRA et al., 2010).

Na via extrinseca, o fator VII plasmético é ativado na presenca do fator tecidual
(FT), formando o complexo fator VII ativado/FT (FVIla/FT), responséavel pela ativacao
do fator X (FERREIRA et al., 2010).

Na via intrinseca, o fator Xll € ativado quando o sangue entra em contato com
uma superficie contendo cargas elétricas negativas, processo denominado "ativacao
por contato" e requer ainda a presenca de outros componentes do plasma: pré-
calicreina e cininogénio de alto peso molecular. O fator XII ativado ativa o fator XI que,
por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na presenca de fator VIII ativado por
baixos niveis em de trombina, e em presenca de ions célcio (complexo tenase), ativa
o fator X da coagulacado, que desencadeia a ativacdo da protrombina em trombina e,
subsequentemente, formacéo de fibrina (FERREIRA et al., 2010).

Para melhor entendimento do papel dos fatores hemostaticos citados, a Figura

3 mostra um esquema das etapas da cascata da coagulacao.
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Figura 3. Fatores hemostéticos e cascata da coagulacéo.
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Fonte: Medway. Sao Paulo, 2019. Disponivel em: www.medway.com.br/. Acesso em: 09 abr.
2023. O desenvolvimento deste trabalho esta baseado no modelo classico da cascata da coagulacéo
apenas por este ser o mais utilizado na maioria dos artigos, provavelmente por questdes didaticas e
dada sua facilidade na interpretacdo dos exames laboratoriais. No entanto, ndo podemos nos abster
de mencionar a importancia do modelo da coagulacao baseado em superficies celulares, o qual propbe
a ativacao do processo de coagulacdo sobre diferentes superficies celulares em quatro fases que se
sobrepdem iniciacdo, amplificacdo, propagacao e finalizacéo, e que melhor representa a coagulagéo in
vivo.

A maioria das proteinas ligadas a membrana ja estdo presentes na superficie
das plaquetas em repouso, por exemplo, GPIIb/llla, receptores da familia de
imunoglobulinas, como GPVI, receptores Fc (FCR), molécula de adeséo da plaqueta
a célula endotelial, o complexo GPIb-IX-V, tetraspaninas, CD36 e Glut-3. No entanto,
algumas proteinas, incluindo fibrocistina L, CD109 e P-selectina sdo expressas na
superficie das plaquetas ativadas, mas ndo em plaguetas em repouso. A P-selectina
também é expressa em células endoteliais e esta envolvida na adesdo de células
tumorais (GREMMEL,; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016; SCHLESINGER, 2018).

4.1.1.3 Granulos plaquetéarios
Muitas funcbes das plaguetas resultam da vasta gama de mediadores pré-

formados de membrana celular e mediadores solUveis contidos nos granulos, sendo
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gue os trés principais tipos de granulos secretores séo os granulos alfa (a), granulos
densos (6) e lisossomos (GLADER, 2018; YUN et al., 2016).

Os granulos a, geralmente presentes entre 40 e 80 por plaqueta, séo
distribuidos por toda a célula e sdo os granulos plaquetarios predominantes
(GLADER, 2018; MICHELSON, 2019). Sao os locais de armazenamento de proteinas
plasmaticas endocitadas por plaquetas e megacariécitos (GLADER, 2018).

Enquanto a zona submembranosa dos granulos a contém fator de von
Willebrand (VWEF), sintetizado nos megacariocitos, em estruturas semelhantes a
tubos, varias proteinas sdo encontradas em sua zona periférica, incluindo proteinas
sintetizadas por megacariocitos, como fator da coagulacdo V, trombospondina, P-
selectina e VWF, bem como proteinas sintetizadas externamente captadas pelas
plaguetas (por exemplo, fibrinogénio). Ao liberar fatores de coagulacdo, como fatores
V e IX, os granulos a também participam da hemostasia secundaria. Além disso, estéo
envolvidos na manutencéo do equilibrio hemostético secretando proteinas que limitam
a coagulacéo, incluindo antitrombina, proteina S e inibidor da via do FT (GREMMEL;
FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

As proteinas B-tromboglobulina, fator plaquetario 4 (PF4) e trombospondina
sao sintetizadas ainda nos megacariocitos e altamente concentradas nos granulos a
das plaquetas (GLADER, 2018). A trombospondina pode compreender até 20% da
proteina plaquetaria total liberada em resposta a trombina e provavelmente participa
de varios processos bioldgicos (GLADER, 2018).

Os granulos a também contém muitos fatores de crescimento, incluindo fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TGF-B e VEGF. Essas moléculas
sinalizadoras podem contribuir para a atividade mitogénica e angiogénica. Tanto as
proteinas pré-angiogénicas quanto anti-angiogénicas, por exemplo, VEGF e
endostatina, respectivamente, sao armazenadas nos a-granulos. Como as
populacbes de proteinas reguladoras da angiogénese podem ser seletivamente
compartimentadas e liberadas das plaquetas € uma area de investigacao ativa
(GLADER, 2018).

Os granulos a das plaquetas servem como um reservatério importante para GP
lIb/lIlla (ou integrina allbB3) que contribui significativamente para os receptores de

fibrinogénio da superficie das plaquetas ativadas (GLADER, 2018).
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A relagdo das funcdes associadas aos granulos a e as moléculas neles
contidas responsaveis por tais funcées foram sintetizadas e podem ser observadas

no Quadro 1 a seqguir:

Quadro 1. Conteudo dos granulos alfa e fun¢fes associadas

Granulos Fungdo Contetdo
Proteinas integrais de membrana |allbB3, GPlb-IX-V, GPVI, P-selectin

Coagulantes, anticoagulantes e Fatores V, IX, XllIl, antitrombina, inibidor da via do fator
proteinas fibrinoliticas tecidual, plasminogénio
Proteinas de adesdo Fibrinogénio, Fator de Von Willebrand, trombospondina
. Quimiocinas CXCL1, CXCL4, CXCL5, CXCL8 , CCL2, CCL3, CCLS
Granulos a - - —
Fatores de crescimento Fator de crescimento epidérmico, TGF-B

VEGF, PDGF, EGF; TGF-a e -B; interleucinas (IL-6, IL-8 etc.);

Pro-angiogénicos . . . .
quimocinas; e esfingosinas

Trombospondina-1, endostatina, PF4, Inibidores das

Antiangiogénicos , . .
metaloproteinases, interferons a, B, e y e estatinas.

Fonte: Adaptado de GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; FRELINGER; MICHELSON;
GREMMEL, 2016.

Os granulos densos, também chamados de corpos densos ou granulos delta
(6), estao distribuidos em aproximadamente 5 por plaquetas, descritos como de rapida
liberacdo (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015). Os granulos densos das plaquetas
contém mais de 200 pequenas moléculas como adenosina difosfato (ADP), adenosina
trifosfato (ATP), guanosina trifosfato (GTP), guanosina difosfato (GDP), serotonina (5-
HT), epinefrina, polifosfatos, pirofosfato, glutamato, histamina, magnésio e célcio
(Ca?*) necessarios para a hemostasia (KOUPENOVA et al., 2018; GOLEBIEWSKA;
POOLE, 2015). As principais moléculas que comp&em o contetdo dos granulos estao

reunidas no quadro abaixo.
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Quadro 2. Conteudo dos granulos densos

Granulos Fungdo Conteudo
Cations Ca2+, Mg2+, K+
. Fosfatos Polifosfato, pirofosfato
Granulos densos - — - - -
Aminas bioativas Serotonina, histamina
Nucleotideos ADP, ATP, UTP, GTP

Fonte: Adaptado de GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; FRELINGER; MICHELSON;
GREMMEL, 2016.

Esses granulos contém um grande reservatorio de ADP, que atua como um
forte agonista em locais de leséo vascular e amplifica o efeito de outros estimulos
(GLADER, 2018). A membrana do granulo denso contém P-selectina (GLADER,
2018).

4.1.1.4 Organelas

4.1.1.4.1 Lisossomos

Os lisossomos sdo vesiculas pequenas e acidificadas que abrangem uma
variedade de enzimas degradantes, contém hidrolases acidas com potencial
hidrogenidnico (pH) étimo de 3,5 a 5,5. Os constituintes lisossémicos sao liberados de
forma mais lenta e incompleta (maximo, 60% do granulo) do que granulos a ou
componentes dos granulos densos apoOs estimulagdo plaquetéria, e sua liberacéo
também requer agonistas mais fortes, como trombina ou colageno (GLADER, 2018).

Durante a ativacao, o contetdo do lisossomo, exemplificado no Quadro 3, pode
ser secretado e pode ser necessario para a degradacdo de proteinas e fatores
extracelulares necessarios para a funcdo hemostética adequada (MICHELSON,
2019).
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Quadro 3. Contelido dos lisossomos

Granulos Fungdo Conteudo
Enzimas degradadoras de Catepsinas, elastase, colagenase,
proteinas carboxipeptidase

Enzimas Degradantes de

) Glucosidase, galactosidase, manosidase
Carboidratos

Lisossomos

Enzimas de clivagem de éster de

fosfatase acida
fosfato

Fonte: Adaptado de GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; FRELINGER; MICHELSON;
GREMMEL, 2016.

4.1.1.4.2 Sistema de membranas internas

Além da membrana plasmatica externa, as plaquetas apresentam varios
sistemas de membranas internas como o complexo de Golgi, o sistema canalicular
aberto conectado a superficie, o sistema tubular denso e o reticulo endoplasmatico
rugoso (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016), alguns dos quais estdo
ilustrados na Figura 4 para melhor compreensao das descricfes a seguir.

O sistema canalicular aberto € uma parte da membrana de superficie da
plaqueta, que se estende para o interior da plaqueta e, ao fazé-lo, forma uma estrutura
tubular, cujos canais podem ser usados para o transporte de componentes do plasma
para granulos a e pode servir como rota para a liberacéo de contetdo granular durante
a ativacao plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

O sistema tubular denso € um residuo do reticulo endoplasmatico liso dos
megacariocitos e consiste em canais dispersos aleatoriamente no citoplasma das
plaquetas, sendo que este, juntamente com o calcio extracelular, sdo as principais
fontes de célcio para a ativacdo plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER 3rd;
MICHELSON, 2016).
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Figura 4. Diagrama dos componentes intraplaquetarios.
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Fonte: Adaptado de GLADER, 2018

4.1.1.5 Principais glicoproteinas de superficie
Embora existam muitos tipos de glicoproteinas na superficie plaquetaria, o

complexo GPIb-IX-V, GPVI e GPIlIb/llla (também conhecida integrina allb83) séo
considerados os mais importantes, mediando a adesdo, ativacdo e agregacao
plaquetaria, respectivamente (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

4.1.1.5.1 Complexo GPIb-IX-V

GPIb-I1X-V propaga a adesédo de plaquetas ativadas a células endoteliais e
estruturas subendoteliais da parede lesada do vaso, principalmente pela ligacao de
seu ligante mais importante, VWF, capaz de se ligar ao colageno. Outro ligante para
GPIb-IX-V é trombospondina, que parece mediar a adesao plaquetaria em altas taxas
de cisalhamento na auséncia do VWF (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON,
2016).

Além de seu papel na adesado plaquetaria, o GPIb-IX-V possui atividade
procoagulante nas plaquetas ativadas, fornecendo locais de ligagcéo para trombina,
fator Xl e cininogénio de alto peso molecular (GREMMEL; FRELINGER 3rd;
MICHELSON, 2016).
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4.1.1.5.2 Glicoproteina VI

GPVI é o principal receptor de sinalizacdo do colageno. O GPVI existe como
um complexo com cadeia y de FcR, a qual é expressa em plaquetas em forma
monomeérica e forma dimérica. A forma monomeérica € particularmente presente em
plaguetas inativas e sua afinidade pelo coldgeno é muito baixa para permitir a ativacéo
em resposta a concentracdes fisiologicas de colageno. Em contraste, o dimérico tem
uma afinidade aumentada pelo colageno, sendo que essa ligacdo pode resultar em
sinais intracelulares que levam a geracao de mais dimeros. Sem a cadeia y do FcR,
o GPVI ndo atinge a superficie plaquetéria e a ativacdo plaquetéria induzida por
colageno nao é iniciada (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

4.1.1.5.3 Glicoproteina llb/llla
A GP lIb/llla, também conhecida como integrina allb3, pertence a familia das

integrinas de moléculas de adeséao celular e € o receptor mais abundante e expresso
seletivamente em plaquetas, megacaridcitos, mastacitos, baséfilos e algumas células
tumorais (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016; TAO; YUNGA;
WILLIAMS; MCCARTHY, 2021). Além disso, GP lIb/llla esta presente nas membranas
dos granulos a das plaquetas e € adicionalmente expressa apos ativacao (GREMMEL,;
FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016). E um heterodimero transformado de seu
estado de baixa afinidade em repouso para um receptor de alta afinidade como o
passo final da ativacao plaquetaria e, posteriormente, medeia a agregacao plaquetaria
em um nivel molecular (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

4.1.2 Papel na hemostasia e trombose

4.1.2.1 Adeséo plaquetéria
A plagueta flui através do vaso em estreita proximidade com a parede deste,
vido a natureza biofisica dos constituintes do sangue e forcas de cisalhamento dentro
do vaso (HOLINSTAT et al., 2017). Os mecanismos de adesdo plaquetaria nos locais
de lesdo dependem na maioria das condic¢des reoldgicas locais (STEGNER, 2011).
As células endoteliais danificadas liberam VWF de organelas de
armazenamento citoplasmatico, que adere ao local lesionado e forma uma ponte entre

0 colageno exposto e o complexo receptor GP |b-IX-V da membrana plaguetaria. A
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reacdo VWF-GPIb-I1X-V é temporaria e reversivel, permitindo a desaceleracdo da
plaqueta e possibilitando outras interacdes ligante-receptor, como colageno e GP la-
lla (também chamada integrina a2f31) ou GPVI (FRITSMA, 2015; GLADER, 2018).

A ligacdo do GPVI de baixa afinidade ao colageno e resulta em sinais
intracelulares com subsequente ativacdo de integrinas, incluindo GP la-lla e GP
lIb/llla, bem como agrupamento adicional de GPVI (GREMMEL; FRELINGER 3rd;
MICHELSON, 2016). O efeito combinado de GP Ib-I1X-V, GP VI e GP llb-llla faz com
gue a plaqueta se ligue firmemente a superficie danificada (FRITSMA, 2015). Apds a
ativacdo pelo coldgeno e outros agonistas, o GPVI é rapidamente eliminado da
superficie das plaquetas (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

As interacdes plaquetarias entre VWF permanecem localizadas e a enzima
plasmatica secretada no figado, ADAMTS-13 (protease de clivagem do fator de von
Willebrand), digere o VWF “n&o utilizado” (FRITSMA, 2015), essa clivagem evita o
acumulo de VWF que, de outra forma, causaria aglomeracdo espontanea de
plaguetas e trombose arterial (GLADER, 2018).

4.1.2.2 Ativacédo plaquetéria

A adesado desencadeia vias internas de ativagcéo plaquetaria, bem como uma
série de alteracdes fisiologicas e citoesqueléticas, incluindo uma mudanca de uma
forma discoide em repouso para um estado ativado com numerosos pseudépodes e
liberacdo do conteddo dos granulos (KOUPENOVA et al.,, 2018) como pode ser
observado na foto realizada por microscopia eletrénica apresentada na Figura 5 a

sequir.
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura comparando as conformagdes ativa e
em repouso da plaqueta.

Fonte: SEM of platelet. David Gregory & Debbie Marshall. Attribution 4.0 International (CC BY 4.0).

Existem duas principais vias de sinalizacdo de ativacdo das plaquetas:
sequéncia do motivo de ativacdo baseado em tirosina do imunorreceptor (ITAM) e
receptor acoplado a proteina G (GCPR) (YUN et al., 2016).

A ativacdo plaquetaria por GPVI e CLEC-2 (receptor do tipo lectina-C 2),
receptores expressos exclusivamente em plaguetas e megacariocitos, € iniciada pela
fosforilacdo da tirosina da sequéncia do motivo de imunorreceptores (ITAM) dentro de
sua cauda citoplasmética (STEGNER, 2011; YUN et al., 2016).

A GPVI é considerada o principal receptor de sinalizacédo envolvido na ativacao
plaquetaria ao colageno exposto. ApoOs interacdes de GPVI com o colageno, as
plaquetas iniciam uma forte ativacdo e liberam o conteudo dos granulos a e densos
(YUN et al., 2016).

O unico ligante fisiolégico identificado do CLEC-2 é a podoplanina (STEGNER,
2011), expressa fisiologicamente por fibroblastos, macrofagos, células T auxiliares,

células epiteliais, bem como células endoteliais linfaticas, mas também pode estar
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presente em células tumorais. A ligacdo de CLEC-2 da plagueta a podoplanina
mostrou incitar a ativacdo plaquetaria como um requisito para a regulacdo do
desenvolvimento vascular/linfatico e manutencéo da integridade vascular (TAO et al.,
2021).

A maioria dos agonistas soluveis liberados por células ativadas, como ADP,
tromboxano A2 (TxA2), e trombina desencadeiam ativacao plaquetaria por meio de
receptores acoplados a proteina G (GPCR). Isso aumenta a concentracao citosélica
de calcio e ativa vias de sinalizacdes especificas. Outros agonistas como epinefrina,
prostaglandina E2 e serotonina também podem utilizar GPCR para potencializar as
respostas plaquetarias (YUN et al., 2016).

O ADP, liberado das células endoteliais danificadas e das plaquetas ativadas,
atua como agonista em dois receptores purinérgicos plaquetarios acoplados a
proteina G - 0 P2Y1 acoplado a proteina Gq e o P2Y12 acoplado a Gi. Existe uma
complexa interacdo entre P2Y1 e P2Y12, e a coativacdo de ambos é necessaria para
a agregacao plaquetaria completa (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON,
2016).

A ativacdo de P2Y1 inicia a agregacao plaquetaria e é responsavel pela
alteracdo da forma plaquetaria. No entanto, sem a ativacdo do P2Y12, o resultado &
uma agregacdo plaguetaria pequena e reversivel, pois a estimulacdo de P2Y12
resulta em amplificacdo e estabilizacdo da resposta de agregacdo. Devido ao seu
papel proeminente na agregacao plaquetéria, o receptor P2Y12 tornou-se um dos
principais alvo da terapia antiplaquetaria (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON,
2016). Os tratamentos antitromboéticos mais eficazes usados atualmente visam
especificamente a cascata de feedback positivo ADP/P2Y12, pelo bloqueio de
receptores P2Y12 e, assim, limitando a ativagdo e agregacéao plaquetéaria e os riscos
de trombose patoldgica (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).

Além da exposi¢cdo ao coldgeno e da secrecdo de VWF, a lesdo dos vasos
sanguineos libera o fator tecidual constitutivo de fibroblastos e células musculares
lisas. O fator tecidual desencadeia a producdo de trombina através da ligagdo dos
fatores de coagulacdo Va, Vlla, e Xa a sua fosfatidilserina de superficie, sendo a
trombina o0 agonista plaquetario mais forte e € responsavel pela conversao de
fibrinogénio em fibrina para estabilizar os tampdes de plaquetas (YUN et al., 2016).

Além disso, plaquetas ativadas liberam microparticulas contendo fator tecidual (TF)
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gue também contribuem para a maior geracao de trombina (GREMMEL; FRELINGER
3rd; MICHELSON, 20186).

A trombina ativa as plaguetas por meio de receptores ativados por protease
(PAR) nas superficies plaquetarias via GPCR (YUN et al., 2016). Existem quatro tipos
de PARs. PAR-1 e PAR-4 medeiam a maioria das respostas plaquetarias a trombina,
enquanto o PAR-2 nédo é expresso em plaquetas e o PAR-3 funciona apenas como
um cofator para a ativacdo do PAR-4 pela trombina. Enquanto o PAR-1 é sensivel a
baixos niveis de trombina, PAR-4 requer maior concentragcdo para ativacao
plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER 3rd; MICHELSON, 2016).

Os receptores P2Y1 e P2Y12, bem como os PARs 1 e 4 e outros receptores
expressos na superficie da plaqueta e importantes para a ativacao plaquetéaria estdo

representados na Figura 6.

Figura 6. Receptores relacionados a ativacao plaquetaria.
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Fonte: Adaptado de STEGNER, 2011. Mecanismos de sinalizacdo: A interacdo de ligantes aos
receptores GPVI ou CLEC-2 ativa a via de sinalizacdo ITAM levando a ativacdo de fosfolipase Cy2
(PLCy2), enquanto a estimulacdo de GCPR desencadeia a ativacdo d fosfolipase C tipo B (PLCB).
Ambas as isoformas de PLC hidrolisam fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG), que estdo relacionados a liberacdo de Ca2+ plaquetario e atividade
quinase, respectivamente, induzem a ativacdo plaquetaria por uma rede de vias de sinalizagdo que

convergem para a via final comum de ativagdo plaquetaria, a regulacdo positiva funcional dos
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receptores de adeséo de integrinas de baixa para o estado de alta afinidade, permitindo a adeséo firme
e crescimento de trombos (STEGNER, 2011; FRITSMA, 2015).

A ativacdo plaquetaria induzida por agonistas desencadeia eventos de
sinalizag&o intracelular que convergem na transformag&o do dominio extracelular de
GP lIb/llla (ou allbB3) de seu estado de baixa afinidade em repouso em um receptor
de alta afinidade, como passo final da ativacdo plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER
3rd; MICHELSON, 2016; TAO et al., 2021).

4.1.2.3 Agregacao plaguetaria

A base molecular para a agregacao é a conversdo da GPlIb/llla de um estado
conformacional com baixa afinidade pelo fibrinogénio para um com alta afinidade pelo
fibrinogénio. Como o fibrinogénio é uma molécula bipolar, ele pode se ligar
simultaneamente a dois complexos de integrina, estabelece ligacdes cruzadas entre
plaquetas adjacentes ativadas causando a agregacdo e formagcdo de um tampao
plaquetario (GIBBINS; MAHAUT-SMITH, 2004), como pode ser observado a Figura 7,
gue mostra a ordem desses eventos.

Figura 7. Papel da plaqueta na hemostasia e trombose
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Fonte: Adaptado de SEMPLE, et al., 2011.

4.1.2.4 Secrecao plaquetaria

A secrec¢do € o resultado mais abrangente da ativacdo de plaquetas, e como
tal também pode explicar funcdes de plaguetas além do ambiente imediato do trombo
(GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).
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ApoOs a ativacado plaquetaria, os a-granulos e granulos densos fundem-se com
a membrana plasmatica da plaqueta e liberam seu contetdo para o espaco vascular
extracelular. A secrecdo de proteinas adesivas, como VWF e fibrinogénio de granulos
a e moléculas liberadas de granulos densos como ADP e serotonina, juntamente com
0 TxA2, agem de volta em plaguetas circulantes e contribuem para a sinalizagéo de
feedback positivo que sustenta a agregacao plaquetaria (GOLEBIEWSKA; POOLE,
2015).

As plaguetas podem se "comunicar" entre si e com outras células via essa série
de substancias bioativas secretadas de seus granulos intracelulares (KOUPENOVA et
al., 2018).

4.1.3 Funcdes ndo hemostaticas relacionadas a inflamacgéo e defesa do
hospedeiro

Além das funcdes relacionadas a hemostasia, as plaquetas podem
desempenhar atividades relacionadas a inflamacdo e a imunidade (KAPUR et al.,
2015), as quais estdo resumidas de forma esquematica na Figura 8. Apesar de ndo
ser estritamente apontada dentro da via inflamatoria, a plaqueta pode ser vista como
uma extensao do sistema imune celular (FRANCO; CORKEN; WARE, 2015).

Presume-se que as plaquetas e os leucdcitos compartihem uma célula
ancestral comum, facilitando os papéis hemostatico e imunolégico em vertebrados
inferiores, como peixes e passaros (FRANCO; CORKEN; WARE, 2015).
Teoricamente, isso poderia explicar o porqué de as plaguetas terem muitas funcdes
relacionadas a imunidade, ou seja, algumas das funcdes protetoras dessa célula
progenitora ainda persistem nas plaguetas dos mamiferos (SEMPLE et al., 2011).

As plaquetas exibem uma habilidade inata para englobar particulas estranhas.
Essa internalizagéo localiza os microrganismos dentro do sistema canalicular aberto;
sem dar origem a degradacéao microbiana ou qualquer forma de fagocitose. Assim, a
plaqueta atua como uma célula de armazenamento para diversas moléculas bioativas
e enzimas liticas, mantendo uma capacidade de consumir invasores, indicando que a
plaqueta pode de fato descender de um granuldcito antigo (FRANCO; CORKEN;
WARE, 2015).

As plagquetas expressam receptores imunes funcionais chamados receptores

de reconhecimento de padrdes (RRPs), que incluem receptores do complemento e



33

receptores do tipo Toll (TLRs) tipicamente descritos em células do sistema imune inato
(KAPUR et al., 2015; KOUPENOVA et al., 2018).

As proteinas do sistema complemento tém uma relacdo reciproca com as
plaquetas: as plaguetas ativam o sistema complemento e as proteinas do sistema
complemento ativam as plaguetas (FRANCO; CORKEN; WARE, 2015).

Quando os TLRs de plaguetas detectam espécies microbianas, a ativacao
plaquetéria é iniciada, ocasido em que a célula degranula e libera uma gama de
mediadores pré-inflamatérios, que nédo tém papel aparente na hemostasia, mas
induzem varias fungcdes imunes e regulatorias (FRANCO; CORKEN; WARE, 2015;
KAPUR et al., 2015; YUN et al.,, 2016) como a migracdo de leucdcitos através da
vasculatura para os tecidos e outras funcdes pro-inflamatérias como fagocitose e
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (YUN et al., 2016).

ApoOs ser ativada, a plaqueta passa a expressar CD40L, também conhecido
como CD154L, bem como também secreta a forma soltuvel (sCD40L) desse ligante,
sendo que ambos podem interagir com o receptor CD40 em células endoteliais para
induzir a regulacdo ascendente de moléculas de adesdo como molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM1), molécula de adesédo vascular 1 (VCAM1), E-selectina e P-
selectina, além da liberacdo de (CCL2 (CCL2), interleucina- 6 (IL-6) e FT promovendo
assim o recrutamento de leucocitos (SEMPLE et al., 2011). Dessa forma, as plaquetas
também se associam com leucdcitos na circulacdo e, ao aderir ao endotélio,
conseguem prender os glébulos brancos a parede vascular, ou seja, a0 aumentar a
capacidade de migracao de leucdcitos, as plaquetas ajudam na eliminacdo de uma
infeccdo (FRANCO; CORKEN; WARE, 2015; KOUPENOVA et al., 2018).

Através do eixo CD40L com o receptor CD40, as plaquetas mostraram afetar
as células dendriticas, bem como os linfocitos B e T. Portanto, CD40L atua como uma
potente molécula secretora que induz ativagéo de linfocitos, implicando sua relevancia
para potencializar a resposta imune adaptativa (KOUPENOVA et al., 2018; YUN et al.,
2016).

O sCD40L e P-selectina também podem ser reconhecidos pelos leucocitos
através dos receptores CD154/CD40 e da glicoproteina ligante-1 de P-selectina
(PSGL-1), respectivamente, levando a formacdo de agregados plaquetas-leucdcitos
(KOUPENOVA et al., 2018; YUN et al., 2016).
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Figura 8. Resumo das funcdes plaquetérias relacionadas a imunidade
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O fator plaquetério 4 (PF4) é uma das proteinas mais abundantes contidas nos
granulos a das plaquetas com uma ampla gama de atividades relacionadas a
imunidade inata. Previne a apoptose de mondcitos, promove a diferenciacao
monocitica em macréfagos e induz a fagocitose e a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; YUN et al., 2016). Além disso, a
ativacao plaquetéria libera serotonina e RANTES (CCL5) de granulos 6 que também
sdo conhecidos por mediar a ativacao e diferenciacédo de células T (KOUPENOVA et
al., 2018).

As plagquetas ativadas também secretam proteinas antimicrobianas, também
conhecidas como trombocidinas, tal como demonstrado na Figura 9, e enzimas liticas
em conjunto com os outros granulos liberados para aumentar a depuragéo do corpo
estranho (SEMPLE et al., 2011).
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Figura 9. Agdo antimicrobiana das trombocidinas
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Foi descrita uma nova interagdo plaqueta-neutréfilo que leva ao
"aprisionamento” bacteriano dependente da interacdo de TLR4 e LPS, que leva a
aderéncia aos neutréfilos e resulta na ativacdo destes. O LPS ligado as plaquetas
estimula a degranulacdo dos neutroéfilos e a liberagdo de DNA, que forma estruturas
semelhantes a armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) que se estendem
adiante dos agregados plaguetas-neutrofilos (SEMPLE et al., 2011). Esta interacéo
esta representada para melhor entendimento do texto na Figura 10.

As NETs contém as proteases catepsina G, elastase de neutréfilos e
mieloperoxidase, que podem ativar as plaquetas e a cascata de coagulacao. Multiplos
ciclos de feedback positivo estdo presentes em todos os niveis deste sistema
(MANDEL et al., 2022).

Embora a formacao de NETs possa ter um efeito benéfico para o hospedeiro
no isolamento e prevencdo da disseminacdo de bactérias invasoras, a ativacdo de
neutrofilos induzida por plaquetas também pode promover lesdes no hospedeiro. Por
exemplo, neutréfilos ativados produzem espécies reativas de oxigénio que danificam
o endotélio pulmonar (SEMPLE et al., 2011).
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Figura 10. Ativacdo de neutréfilos mediada por plaquetas com consequente liberacdo
de NETs
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4.2 NEOPLASIAS

O termo neoplasia (do grego neo = novo e plasis = crescimento, multiplicacdo
celular, ou seja, novo crescimento) € utilizado como sinénimo de tumor e tem sido
definido como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede e ndo é
coordenado com o dos tecidos normais e persiste, de forma excessiva, mesmo apos
a cessacdo dos estimulos que provocaram a alteracdo (FRANCO et al., 2015;
TERUEL, 2005).

A carcinogénese é um processo que ocorre no nivel celular, etiologicamente
envolve mutacdes em genes que desempenham papel na manutencdo do equilibrio
entre a proliferacdo celular e apoptose e/ou também na regulacao de vias metabdlicas
gue garantem a integridade funcional e estrutural das células e tecidos (BRASILEIRO
FILHO, 2021; TERUEL, 2005). Em geral, as células apresentam perda ou reducéo de
diferenciacdo, em consequéncia dessas alteracdes (BRASILEIRO FILHO, 2021).

Esse processo é composto por trés etapas fundamentais, denominadas
iniciacdo, promocdo e progressao. A etapa de iniciagdo é caracterizada por uma
alteracao irreversivel, ndo letal, no genoma celular. Usualmente células iniciadas nédo
expressam alteracGes fenotipicas, mas admite-se que essa lesdo genética seja um
primeiro passo para o comprometimento da resposta da célula aos mecanismos
homeostaticos de controle da proliferagdo (FRANCO et al., 2015).

Na etapa de promocdao, na qual ha aumento do nimero de células iniciadas em
um tecido em decorréncia de sua expansdo clonal, permitindo o repasse das
alteracdes em seu genoma para as geracoes futuras (FRANCO et al., 2015). As
células iniciadas sob promocado sdo suscetiveis a novas alteracdes em seu genoma,
as quais propiciam vantagens de crescimento e sobrevivéncia em relacao as células
normais, sendo que o conjunto dessas alteragdes constituem o chamado fendtipo
maligno (FRANCO et al., 2015; KUMAR, 2016).

Apbs a transformacdo maligna, as células perdem a propriedade de inibicdo
do crescimento por contato e modificam suas vias metabdlicas para diminuir a
necessidade de fatores de crescimento requeridos para sobrevivéncia de células
normais, apresentando seletividade diminuida a nutrientes requeridos para
sobrevivéncia (FRANCO et al., 2015).

A etapa de progressao da carcinogénese inicia com o estabelecimento das

células transformadas, que proliferam e acumulam no tecido, resultando na
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manifestacao clinica da doenca. A partir desta etapa, o controle da doenca € cada vez
mais desafiador devido ao acumulo progressivo de alteracdes genéticas que
propiciam instabilidade gendmica. Assim, diferentes areas de um tumor podem
apresentar caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas — fenbmeno denominado
heterogeneidade tumoral (FRANCO et al., 2015; KUMAR, 2016).

4.2.1 Metéstase

Metastase (do grego metastatis = mudanca de lugar, transferéncia) é o
processo de disseminacgédo, por via circulatoria, de células tumorais de um sitio
primario para produzir um novo crescimento (tumor secundario) em 6rgaos ou regides
distantes (TERUEL, 2005) sem continuidade entre os dois focos (BRASILEIRO
FILHO, 2021).

A lesdo metastatica € o resultado de uma ou varias células adquirirem a
capacidade de contornar uma série de obstaculos moleculares e biofisicos, que
representam obstaculos insuperaveis para suas contrapartes ndo metastaticas
(SUHAIL et al., 2019).

A formacéo de metastases € um processo complexo que depende de inimeras
interacdes entre células malignas e componentes dos tecidos normais, especialmente
do estroma, e engloba os seguintes fendmenos: destacamento das células da massa
tumoral original; deslocamento dessas células através da matriz extracelular (MEC);
invasdo de vasos linfaticos ou sanguineos (intravasamento); sobrevivéncia das
células na circulacao; adesdo ao endotélio vascular no 6érgdo em que as células irdo
se instalar; saida dos vasos nesse 0Orgao (extravasamento); sobrevivéncia e
proliferacdo no 6rgédo invadido (colonizag&o); inducdo de vasos para 0 suprimento
sanguineo da nova coldnia (BRASILEIRO FILHO, 2021; LAMBERT et al., 2017).

Ao longo dos ultimos anos, ficou firmemente estabelecido que a dissociacdo de
células cancerosas do sitio primario para locais distantes geralmente ocorre muito
cedo e muito antes do diagnoéstico do tumor primario (KLEIN et al., 2020).

Classicamente, considerava-se que a metastase era um fendmeno tardio, em
gue células com potencial de se implantar em outros 6rgdos surgiriam apos varias
alteracbes genéticas e epigenéticas aleatdrias que originam clones capazes de formar

lesdes secundarias. Segundo essa concepcdo, tais clones sdo mais agressivos,
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infiltram-se nos tecidos e originam metastases que seriam formadas por células
geneticamente semelhantes as do tumor priméario (BRASILEIRO FILHO, 2021).
Entretanto, mais recentemente, verificou-se que as células cancerosas
adquirem as propriedades de se implantar a distancia em fase precoce do
desenvolvimento de um tumor. De acordo com essa ideia, as células deixam o tumor
primitivo muito precocemente, instalam-se em locais distantes e sofrem alteracbes
genéticas e epigenéticas distintas em diferentes sitios secundarios, até originar
subclones capazes de formar novas lesdes tumorais (BRASILEIRO FILHO, 2021).
Uma grande variedade de genes é conhecida por facilitar as etapas da
disseminacdo das células cancerigenas, sendo que alguns desses genes sdo
expressos pelas células cancerosas ainda no tumor primario, iniciando as células para
metastase em Orgaos especificos, o que corrobora parcialmente com a teoria classica
da metastase. Posteriormente, a expressdo de outros genes promotores de
metastases se manifesta a medida que as células cancerigenas disseminadas se
adaptam a um ambiente especifico do tecido hospedeiro, 0 que por sua vez entra em

consenso com a teoria mais recente (GANESH; MASSAGUE, 2021).

4.2.1.1 Angiogénese

A angiogénese é um processo bhioldgico complexo, no qual novos vasos
sanguineos capilares crescem a partir da vasculatura pré-existente (FRANCO et al.,
2015). Em condigcbes normais, a angiogénese ocorre, por exemplo, durante o
desenvolvimento embrionario, ciclo reprodutivo feminino e reparacdo de feridas.
Quando ocorre de forma fisiologica € um processo bem-organizado que envolve
diversas etapas e multiplos indutores e inibidores (GLADER,2018). O balanco entre
estimulacéo e inibicdo angiogénica é feito por ampla série de moléculas mediadoras

gue atuam de forma isolada ou sinergicamente (FRANCO et al., 2015).

No entanto, a angiogénese € um mediador chave e um processo importante no
desenvolvimento do cancer (LI et al., 2018) ao viabilizar o suprimento necessario para
a sobrevivéncia das células neoplasicas e o crescimento dos tumores, além de ser

critica também para a disseminagéo do cancer (FRANCO et al., 2015).

Em 1971, Folkman sugeriu a hipétese de que a proliferacdo de células malignas

sem novo aporte vascular é possivel até o limite 1 - 2 mm?3 para tumores solidos,



40

situacdo em que a difusdo simples de nutrientes no microambiente ainda € eficaz
(FRANCO et al., 2015; Ll et al., 2018).

O processo normal de angiogénese estd sob uma homeostase relativamente
dindmica e € rigidamente controlado por reguladores pré-angiogénicos e anti-
angiogénicos, cujos principais representantes estdo reunidos na Tabela 2. Esses
reguladores séo liberados separadamente das células endoteliais, células tumorais,
células estromais, sangue e matriz extracelular. Uma vez que esta homeostase €
interrompida, o “interruptor angiogénico” (fendtipo angiogénico) se tornara ativo e

iniciar4 a angiogénese (LI et al., 2018).

Quadro 4. Principais fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos.

Fatores pré-angiogénicos Antiangiogénicos

VEGF; FGF; PDGF; EGF; TGF-a e -B; | TSP-1, endostatina, PF4, IL-12,

interleucinas (IL-6, IL-8 etc.); | Inibidores das metaloproteinases,
guimocinas; e esfingosinas, interferons a, B, e y, estatinas, entre
outros.

Fonte: Adaptado de FRANCO; CORKEN; WARE, 2015.

Os processos angiogénicos sdo desencadeados por eventos biolégicos, como
mutacfes genéticas, respostas imunes/inflamatorias, estresse metabolico (hipdxia,
baixo pH ou hipoglicemia). Esses fatores podem coexistir ou haver mudanga de um
para outro durante o crescimento e proliferacdo do tumor (FRANCO; CORKEN;
WARE, 2015).

A hipodxia € um dos principais fatores que impulsionam a angiogénese tumoral,
devido ao aumento da expresséo de VEGF (LI et al., 2018). Uma vez que a regulagéo
positiva de VEGF é induzida por hipOxia, a angiogénese € iniciada com ativacao
adicional da sinalizac¢do do fator induzivel por hipéxia (HIF) para fornecer suprimento
de oxigénio, estimulando assim as células endoteliais (CE) da vasculatura pré-
existente a proliferar e migrar para o tecido hipéxico, por gradiente de VEGF.
Posteriormente, as células endoteliais se diferenciam em varios tipos de células

envolvidas na formacgéo de vasos sanguineos (LI et al., 2018).
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Ao mesmo tempo, enzimas de remodelacdo da matriz, particularmente
metaloproteinases, medeiam mudancas no microambiente do tumor degradando a
matriz extracelular (LI et al., 2018).

Durante a formacdo vascular adicional, as células progenitoras endoteliais
estdo envolvidas na construcdo da camada interna dos novos vasos sanguineos.
Posteriormente, as CEs se conectam entre si para formar um endotélio continuo,
caracterizado por juncdes apertadas e complexas e criam alcas, por meio de
moléculas de adesao, que permitem que o sangue circule, seguidas da construcao da
membrana basal. Por fim, o vaso esta maduro e capaz de transportar oxigénio e
nutricdo para atender as necessidades dos tecidos tumorais hipéxicos (LI et al., 2018).
A vasculatura recém-formada dos tumores primarios normalmente tem juncgbes de
células endoteliais mais fracas e permeaveis, facilitando a migragéo transendotelial
(TEM) (LOU, 2015).

4.2.1.2 Destacamento de células tumorais

O destacamento de células tumorais depende de modificacdes na expressao
de moléculas de adeséo as outras células e ao intersticio: alteragdes na expressao de
caderinas e integrinas, com inibicdo das que mantém as juncfes entre as células;
além da alteracé@o na expressao de moléculas que aumentam a ancoragem de células
a matriz extracelular favorecendo a emissao de pseuddpodes para seu deslocamento
(LAMBERT et al., 2017; BRASILEIRO FILHO, 2021), tais caracteristicas sao
alcancadas através da transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e exemplificadas na
Figura 11.

Na EMT, fatores epiteliais como E-caderina sdo reprimidos e a expresséao de
genes associados ao estado mesenquimal, como vimentina e N-caderina, sao
ativados, levando a diminuicdo da adesao das células, perda de polaridade e juncdes
apertadas permitindo as células tumorais maior capacidade de motilidade, invaséo e
migracédo (BRABLETZ et al., 2021; BRASILEIRO FILHO, 2021 LAMBERT et al., 2017;
QUAIL et al., 2013; LU et al., 2019).
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Figura 11. Transicéo epitélio-mesenquimal
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Fonte: Adaptado de BRABLETZ et al., 2021

A arquitetura do citoesqueleto de actina nas células submetidas a EMT é
reorganizada, permitindo que elas adquiram uma morfologia mesenquimal fusiforme
e se tornem capazes de realizar movimentos ameboides, podendo deslocar-se entre
fiboras da MEC sem destrui-las, orientadas por agentes quimiotaticos com varias
origens: na propria célula cancerosa, no estroma, a partir da degradacdo de
componentes da matriz, em células do estroma (BRASILEIRO FILHO, 2021; LU et al.,
2019).

Ainducdo de EMT é complexa e envolve sinais originados em diversas vias de
TGF-B e IL-6, por exemplo, que ativam fatores de transcrigdo envolvidos no processo.
Fatores ambientais como hipoOxia, estressores metabdlicos e rigidez da matriz também
podem desencadear a EMT em células cancerosas (FARES et al., 2020; LAMBERT
et al., 2017).

As células tumorais secretam mais fatores de crescimento epitelial, fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF),
levando a um estado de alta pressdo do fluido intersticial hipéxico e &cido no
microambiente, que ativa fibroblastos associados ao cancer para produzir mais
metaloproteases (MMPs) e remodelar as matrizes extracelulares (MEC) do tumor
(HAO et al., 2019).

Dependendo do ambiente extracelular, as células podem exibir modos distintos
de EMT que consequentemente ddo origem a fendtipos diferentes, incluindo

comportamentos na progressao e metastase do cancer (LU et al., 2019).
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Em tumores epiteliais, o destacamento pode ser feito por meio de células
isoladas ou como aglomerados multicelulares, que formam corddes ou faixas de
células assim como é apresentado na Figura 12 (FARES et al., 2020; LAMBERT et
al., 2017; BRASILEIRO FILHO, 2021).

Nos aglomerados celulares, as células permanecem aderidas umas as outras
e invadem a matriz em blocos ou em faixas. As células lideres, localizadas na frente
do grupo migratério, sofrem EMT parcial e ganham fendtipo mesenquimal, além de
liberar varias metaloproteinases que degradam a matriz extracelular que, de outra
forma, impediria o0 progresso do grupo na totalidade. Simultaneamente, células mais
internas apresentam algumas caracteristicas epiteliais e permanecem ligadas aos
seus vizinhos por continuar a expressar marcadores epiteliais como a E-caderina, que
ajuda a sustentar a coesao entre as células dentro desses grupos (LAMBERT et al.,
2017; LU et al., 2019).

As MMP desestruturam a rede de macromoléculas presentes no caminho,
sendo produzidas pelas préprias células tumorais ou por células normais do estroma
(fibroblastos, macrofagos) induzidas pelas células malignas. As MMPs regulam a
invasdo ndo apenas por remodelamento de componentes insoluveis da membrana
basal e matriz intersticial, mas também pela liberacdo dos fatores de crescimento
sequestrados da MEC (KUMAR, 2016).

Em resumo, a migracdo de uma unica célula geralmente requer uma EMT mais
completa com adeséao celular reduzida e aumento da motilidade individual (LU et al.,
2019). Na migracdo coletiva, as células lideres, localizadas na frente do grupo
migratorio, sofrem EMT parcial e ganham fen6tipo mesenquimal e, simultaneamente,
mantém algumas caracteristicas epiteliais e permanecem ligadas aos seus vizinhos
(LU et al., 2019).
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Figura 12. Transicdo epitelial-mesenquimal (EMT): através da disseminagcdo de uma
Unica célula ou através da migracdo coletiva.
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Fonte: Adaptado de Fares et al, 2020.

4.2.1.3 Intravasamento

No intravasamento, as células tumorais deslocam-se em direcdo aos vasos
sanguineos e linfaticos. Esse movimento parece ser direcionado por citocinas e
guimiocinas produzidas por células endoteliais atuando em receptores expressos nas
células malignas (BRASILEIRO FILHO, 2021; KUMAR, 2016).

As restricdes arquitetbnicas do tecido imp&em algumas pressdes mecanicas
nas células tumorais invasoras durante o intravasamento. A compressao nuclear é
particularmente desafiadora para a integridade do nucleo da célula invasora, pois
pode ocasionar rearranjo gendémico, levando ao aumento do potencial metastatico
(FARES et al., 2020).

Os tumores mais bem-sucedidos podem ser aqueles capazes de adaptar o
ambiente aos seus proprios fins (KUMAR, 2016), por exemplo, as células tumorais e

estromais produzem efetores paracrinos que atuam em receptores de macréfagos
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associados ao tumor, ativando-os a produzir e secretar MMPs, sendo que os produtos
dessa clivagem dos componentes da matriz (p. ex., colageno, laminina) e alguns
fatores de crescimento desempenham atividade quimiotdtica sobre as células
tumorais (BRASILEIRO FILHO, 2021).

Os macréfagos também emitem projecdes que afastam as células endoteliais
e permitem a entrada das células malignas na luz do vaso (BRASILEIRO FILHO, 2021,
KUMAR, 2016). A entrada na circulacdo € também facilitada quando as células
tumorais formam a parede de espacos vasculares, dela se destacando com facilidade.
Células em bloco penetram principalmente em vasos linfaticos, cuja parede é
fenestrada (BRASILEIRO FILHO, 2021).

4.2.1.4 Interacdes em transito

Embora o tempo de transito de uma célula cancerosa pela corrente sanguinea
até um novo local anatdomico distante possa ser de apenas alguns minutos, a
passagem é dificilmente garantida, visto que as células tumorais circulantes (CTCs)
encontram varios obstaculos no caminho para o parénquima de tecidos distantes,
como desafios fisicos, que incluem perda de fixacdo a um tecido, tensdo de
cisalhamento e a vulnerabilidade a um atague imunoldgico, mediado principalmente
por células natural killer (NK) que as direcionam para morte certa (LAMBERT et al.,
2017).

A agregacdo das células tumorais proporciona alguma protecdo contra as
células efetoras antitumorais do hospedeiro (BRASILEIRO FILHO, 2021; KUMAR,
2016). Portanto, a sobrevivéncia de células neoplésicas na circulagdo € maior quando
formam agregados entre si e plaquetas, linfocitos e fibrina, apoiando estudos que
demonstram que trombocitopenia ou tratamento com heparina, por exemplo, reduz o
namero de metastases experimentais (BRASILEIRO FILHO, 2021). Este aspecto
facilitador da metastase sera detalhado mais adiante no trabalho.

A disseminacdo de células cancerosas por via linfatica representa um
importante parametro clinico incorporado ao estadiamento histopatoldgico da doenca,
estando associado ao prognéstico. Os linfonodos representam becos para células
cancerigenas e funcionam principalmente como marcadores que revelam a extensao

da disseminacdo do tumor primario na circulacdo geral, justificando o porqué da



46

discussdo sobre metastase focar na via hematogénica como principal para
colonizacgéo de tecidos distantes (LAMBERT et al., 2017)

4.2.1.5 Extravasamento

Os requisitos para o extravasamento bem-sucedido diferem conforme as
caracteristicas de cada tecido. Por exemplo, sinusoides fenestrados da medula éssea
e do figado sdo mais propensos a permitir a entrada passiva de CTCs (LAMBERT et
al., 2017).

No caso do cérebro, a disseminacdo de células de carcinoma exige a
passagem pela barreira hematoencefélica, o0 que pode exigir a acdo de mecanismos
complexos diferentes daqueles que permitem a semeadura metastatica em outras
partes do cérebro (LAMBERT et al., 2017).

4.2.1.6 Colonizacao metastéatica

A colonizacéo de tecidos distantes por células tumorais disseminadas € um
processo extremamente ineficiente (SUHAIL et al., 2019). Mesmo as células que
conseguiram extravasar parecem quase invariavelmente destinadas a serem
eliminadas do parénquima tecidual ou a entrar em estado de dorméncia, no qual
persistem por semanas, meses e até anos (LAMBERT et al., 2017).

Longe do tumor primario, as CTCs encontram-se em um novo microambiente
tecidual desprovido das células estromais familiares, fatores de crescimento e
constituintes da MEC que anteriormente sustentavam a vida de seus progenitores no
local primario (LAMBERT et al., 2017). Por isso, o poder de disseminacédo das células
e a capacidade de originar novas coldnias estéo interligados, embora nem sempre a
invasao de tecidos vizinhos impligue metastatizacdo (BRASILEIRO FILHO, 2021).

Nos locais metastaticos, as células tumorais precisam recuperar algumas
caracteristicas epiteliais como um passo necessario para o inicio do crescimento
metastatico, portanto as células cancerosas sofrem um processo reverso, a transicao
mesenquimal-epitelial (MET) sob a influéncia de células estromais, como fibroblastos
e células endoteliais (LU et al., 2019).

Tumores induzem a formacao de microambientes em orgaos distantes que sao

propicios a sobrevivéncia e crescimento de células tumorais antes de sua chegada a
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esses sitios. Esses microambientes predeterminados sdo denominados nichos pré-
metastaticos (PMN) (Peinado et al., 2017). O desenvolvimento de um PMN é um
processo de varias etapas envolvendo fatores secretados e vesiculas extracelulares
gue induzem vazamento vascular, remodelacdo da MEC e imunossupressao (FARES
et al., 2020).

Exossomos derivados de tumores contendo DNA, mRNAs, microRNAs e
proteinas podem interagir com células estromais e endoteliais remodelando a MEC
gue passa a apresentar proliferacdo de células estromais aumentadas, migracdo e
sobrevivéncia de células cancerigenas e resisténcia aumentada de células tumorais a
sinais apoptoticos (FARES et al.,2020) em preparacao para a chegada dessas células
tumorais (LAMBERT et al., 2017).

Portanto, as células cancerosas metastaticas com as adaptacdes apropriadas
conseguirdo colonizar locais distantes com novos microambientes (GANESH et al.
2021).

4.2.1.7 Dorméncia

A dorméncia celular é caracterizada pelas células cancerigenas disseminadas
gue ndo conseguem formar uma coldnia, entrando em estado de laténcia ou flutuando
dinamicamente entre estados latentes e proliferativos. A fase latente é clinicamente
inaparente e pode ser resultado da falha das células tumorais em ativar a angiogénese
ou em atingir um equilibrio com outras restricbes impostas pelo estroma do
hospedeiro, como auséncia de fatores requeridos para sobrevivéncia ou supressao
ativa pelo sistema imunolégico (GANESH et al. 2021; LAMBERT et al., 2017).

Assim, células cancerigenas que se disseminaram antes da remocao cirurgica
do tumor priméario podem persistir em ambientes teciduais distantes como células
tumorais disseminadas dormentes (DTCs) (LAMBERT et al., 2017). Os pacientes que
abrigam tais reservatorios de células de carcinoma oculto sdo considerados
portadores de doenca residual minima (DRM) assintoméatica e correm maior risco de
eventual recorréncia metastatica (LAMBERT et al., 2017).

As DTCs devem se proteger do ataque imunoldgico, visto que estéo longe dos
limites do microambiente do tumor primario imunossupressor, parte delas conseguem
evitar a depuracdo pelas células NK através da repressdo de varios ligantes
ativadores de células NK (LAMBERT et al., 2017).
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5 EFEITOS MEDIADOS POR PLAQUETAS NA METASTASE

Durante o processo de metastase hematogénica, as células tumorais interagem
com as plaquetas e seus precursores megacariocitos, auxiliando na selecédo para o
fendtipo metastético nas células tumorais (LUCOTTI et al., 2020).

Uma série de evidéncias experimentais destacaram as plaguetas como
participantes ativos em todas as etapas da tumorigénese, como angiogénese,
proliferacdo celular, invasado celular e metastase (HAEMMERLE et al., 2018;
SABRKHANY, et al., 2021, SMEDA et al.,2020).

Estudos pré-clinicos e clinicos mostraram que a tumorigénese e a metastase
podem ser promovidas por plaquetas por meio de uma ampla variedade de interacdes

entre plaquetas e células cancerigenas (XU et al., 2018).

5.1 HISTORICO

Em 1823, Jean-Baptiste Bouillaud descreveu pela primeira vez coagulos
sanguineos associados ao cancer (ROWETH et al., 2020). Em 1865, o médico francés
Armand Trousseau observou coagulacdo sanguinea excessiva em pacientes com
carcinoma oculto, inclusive ele proprio, e a definiu como sindrome de Trousseau
(LUCOTTI et al., 2020).

Décadas de pesquisa vieram a mostrar uma interacdo multifacetada entre
plaquetas e células tumorais, em que as plaquetas interagem diretamente com as
células tumorais na corrente sanguinea e oferecem suporte a muitos aspectos
diferentes de sua disseminacéo (LUCOTTI et al., 2020).

Em 1862, a trombocitose em associa¢cdo com tumores solidos foi observada
pela primeira vez por Leopold Riess (HAEMMERLE et al., 2018). Em 1877, Billroth
descreveu “trombos preenchidos com elementos tumorais especificos” (VELD et al.,
2019).

Por volta de 1965, Gasic mostrou pela primeira vez que as plaguetas sao um
pré-requisito para a metastase experimental. Desde entdo, numerosos estudos
confirmaram a relacdo entre trombose e metastase (LUCOTTI et al., 2020).

Ja em 1981, microparticulas derivadas de células tumorais com propriedades
pré-coagulantes puderam ser detectadas in vitro (SCHLESINGER, 2018). Desde

entdo, a associacao tem sido bem estabelecida, especialmente durante as ultimas
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décadas, quando evidéncias soélidas foram geradas a partir de materiais clinicos (LI,

2015). Uma linha do tempo dos principais fatos esta representada na Figura 13.

Figura 13. Historico da associacdo entre plaguetas e células tumorais
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FONTE: VELD et al., 2019.

5.2 TROMBOSE

A trombose é considerada uma manifestacao clinica comum no cancer, devido
a formacédo aumentada de trombos apds a ativagdo plaquetéria induzida pelo tumor
(D’AMBROSI et al., 2021). A trombocitose é frequentemente observada em pacientes
com tumores malignos metastaticos e uma série de estudos apontou para a correlacao
positiva entre aumento da contagem de plaquetas e pior prognostico em Varios tipos
de cancer (HAEMMERLE et al., 2018; SMEDA et al., 2020).

As plaquetas ativadas estimulam a progressdo do cancer em diferentes
estagios, ao mesmo tempo, a presenca de um tumor tem grande influéncia nas
caracteristicas plaquetarias, as quais incluem contagem de plaquetas, volume,
conteudo de proteina e mRNA e estado de ativacdo das plaquetas (SABRKHANY et
al., 2021).

O risco de tromboembolismo venoso (TEV), incluindo trombose venosa
profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP), estd aumentado em até sete vezes em
pacientes portadores de cancer em comparagcao com pacientes sem cancer (LOU et
al., 2015).

A producéo de plaquetas pode ser fortemente aumentada em resposta a varios
fatores sistémicos e derivados do tumor, como citocinas aumentadas em certos tipos
de cancer, como fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF), fator
estimulante de colénias de macrofagos e granulécitos (GM-CSF) e IL-6, assim como
mostrado na Figura 14. Também foi relatado que o fator plaquetéario 4 (PF4) derivado

do tumor ajuda a promover a producéao de plaquetas (XU et al., 2018).
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Figura 14. Citocinas derivadas de tumor e trombocitose
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A IL-6 derivada de células tumorais estimula o figado a secretar TPO, a qual exerce seu efeito sobre
CTHs, resultando em aumento da génese plaquetaria observada em pacientes com cancer. FONTE:
Adaptado de HAEMMERLE et al., 2018

Esses fatores podem aumentar a megacariopoiese e a contagem de plaquetas,
muitas vezes regulando positivamente os niveis de trombopoietina (HAEMMERLE et
al., 2018). A IL-6 derivada do tumor estimula a producé&o de trombopoietina (TPO) pelo
figado, estimulando assim a megacariopoiese e contribui para a trombocitose
paraneoplasica e hipercoagulabilidade em pacientes com cancer (HAEMMERLE et
al., 2018; SABRKHANY et al., 2021). Porém, uma questao que ainda gera duvidas diz
respeito sobre a ordem desses eventos (ROWETH et al., 2021), mas de modo geral,
pode-se concluir que niveis aumentados de fatores trombopoéticos e numeros
elevados de plaquetas sdo frequentemente observados em pacientes com cancer
(LABELLE et al., 2014).

A contribuicdo das plaquetas para o aumento do risco de trombose venosa na

malignidade ndo se deve apenas ao aumento do numero de plaguetas, mas também
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pode estar relacionada a funcéo plaquetaria alterada, como exemplo, tem-se o fato
das plaquetas de individuos com doenca metastatica em estagio avancado
geralmente apresentarem reatividade aumentada ao ADP e a epinefrina
(HAEMMERLE et al., 2018). Sinais de ativacdo plaquetaria aberrante, agregacao e
renovacao plaguetaria aumentada também podem ser detectados neste cenario
(ROVATI et al., 2022).

5.3 MECANISMOS TUMORAIS DE ATIVACAO PLAQUETARIA

A complexidade da comunicagéo entre plaquetas e células cancerigenas ao
longo do desenvolvimento do cancer é bem orquestrada e resulta em plaquetas
"educadas" pelo tumor que fornecem suporte eficaz para o crescimento do cancer e a
disseminacao metastatica (SMEDA et al., 2020).

As células cancerigenas podem atrair e conduzir a ativacado plaquetaria por
meio de mecanismos diretos e indiretos estimulando a agregacao plaquetaria induzida
por células tumorais (TCIPA), que também justifica a hipercoagulacdo e aumento do
risco de trombose no cancer (D’AMBROSI et al., 2021; SCHLESINGER, 2018). Dentre
0S possiveis mecanismos de ativacdo estdo a expressao de fatores hemostaticos e
proteinas de adeséo, seja na superficie das células tumorais ou pela liberacdo de
vesiculas extracelulares e/ou fatores sollveis, que podem ativar os receptores
plaquetarios, ou ainda pela geragdo de um nicho pro-trombotico envolvendo células
do estroma (D’AMBROSI et al., 2021; JURASZ et al., 2004; LABELLE et al., 2014;
LUCOTTI et al., 2020). Todas essas diversas formas de ativacéo das plaquetas pelas
células tumorais estéo ilustradas na figura 15.

Em teoria, a TCIPA pode ser alcangcada por meio de contato direto plagueta-
célula tumoral ou agregacédo plagueta-plaqueta sem envolvimento direto de células
tumorais, ou ambas as situacdes. O primeiro mecanismo envolve a participacéo de
receptores de membrana tanto de plaquetas quanto de células tumorais, e o segundo
mecanismo requer a liberacdo de mediadores solUveis de células tumorais nas
proximidades das plaguetas ou a formacéo de um nicho pré-trombaotico (HONN et al.,
1992).

De fato, células tumorais injetadas por via intravenosa levam a ativacdo
plaguetaria imediata, contribuindo para a liberacédo de varios fatores pro-tumorigénicos

das plaquetas (SMEDA et al., 2020). No entanto, € provavel que o envolvimento
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dessas varias vias e mecanismos na progressao do tumor seja variavel para diferentes
tipos de tumor (JURASZ et al., 2004).

Figura 15. Esquema dos mecanismos tumorais de ativacao plaguetéaria direta e
indiretamente
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FONTE: Adaptado de LUCOTTI et al., 2020

5.3.1 Fatores hemostéticos

Células cancerigenas de diferentes linhagens expressam uma variedade de
fatores hemostaticos, 0s quais podem nao apenas serem expressos na superficie das
células tumorais, mas também podem ser liberados em sua forma sollvel ou em
vesiculas extracelulares (EVs) para criar um nicho pro-trombético (LUCOTTI et al.,
2020).

Células tumorais liberam mediadores sollveis como ADP, tromboxano A2

(TXA2) e trombina para instigar uma ativacdo plaquetaria local que interagem com
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receptores plaquetarios P2Y12, TP e PARSs, respectivamente, para iniciar a agregacao
plaquetaria. Assim, as células tumorais podem induzir a agregacdo plaquetéaria
também por uma via paracrina (LUCOTTI et al., 2020).

A maioria das linhagens de células cancerigenas expressam constitutivamente
fator tecidual (TF) em suas membranas celulares, ativando a cascata de coagulagéo
plasmatica e finalmente gerando trombina que, por sua vez, induz a ativacao
plaguetaria (SCHLESINGER, 2018). As células metastaticas expressam niveis até
1.000 vezes mais elevados de TF em comparacdo com as células ndo metastaticas
(LUCOTTI et al., 2020).

Além de estar envolvida na ativacao da cascata de coagulacao e das plaquetas,
a trombina favorece a proliferacdo de células tumorais e crescimento, por exemplo,
por ativacao de vias de sinalizacédo PAR-1 e fibrinogénio (SCHLESINGER, 2018; XU
etal., 2018).

As proteinas ndo séo os Unicos fatores hemostaticos nas células tumorais; a
distribuicdo assimétrica dos fosfolipidios de membrana nas células cancerigenas
também é responsavel pela coagulacdo. A fosfatidilserina (PS), preferencialmente
localizada nos folhetos internos das membranas das células eucariéticas normais, foi
encontrado altamente exposto no folheto externo das células tumorais e essa
exposicdo esta ligada a mutacdes nas translocases fosfolipidicas, por exemplo a
flippase. As células metastaticas tém menor atividade flippase, portanto, maior nivel
de PS do que suas contrapartes nao invasivas. Uma vez no folheto da membrana
externa, o PS anibnico cria uma superficie carregada negativamente que se liga aos
fatores Va e Xa, iniciando assim a montagem do complexo protrombinase, levando a

deposicao de trombina e agregacao plaquetaria (LUCOTTI et al., 2020).

5.3.2 Proteinas de adeséao plaguetaria

As células tumorais expressam proteinas de ligacdo que medeiam a ativacao
direta e a adesao de plaquetas (HONN et al., 1992; LUCOTTI et al., 2020).

O PSGL-1 nas células tumorais interage diretamente com a P-selectina exposta
nas plaquetas ativadas. Outras glicoproteinas com estruturas quimicas similares a
PSGL-1 encontradas na superficie da célula tumoral também demonstraram mediar a
adesao a P-selectina expressa por plaquetas (LUCOTTI et al., 2020).

Embora o envolvimento da P-selectina-PSGL-1 exija ativacdo prévia de

plaquetas, a associacao direta de células tumorais com plaquetas por meio da



54

interacdo P-selectina-PSGL-1 é suficiente para mediar a deposi¢cdo de fibrina na
superficie das células tumorais (LUCOTTI et al., 2020).

A podoplanina (PDPN) é expressa em algumas células tumorais, incluindo
cancer escamoso e germinativo, e se liga a CLEC-2 nas plaquetas, enquanto a
proteina HMGB1 (do inglés, High Mobility Group Box Protein) liberada por células
tumorais interage com o TLR4 nas plaquetas. Esses séo pares de proteina-ligante de
adeséo e seu receptor que induzem a ativacéo e agregacao plaguetaria ao redor das
células tumorais, assim as plaquetas promovem a sobrevivéncia de células com maior
potencial metastatico durante seu transito hematogénico (LUCOTTI et al., 2020; LI,
2015).

5.3.3 Interagdo com células de estroma

Além de ativar diretamente as plaquetas, as células cancerigenas promovem
um nicho pro-coagulante, alterando o fendtipo tromboético em outras células do
estroma e aumentando a liberacédo de proteinas da MEC e fator tecidual (TF) das
células endoteliais, construindo uma superficie ativa para adesdo plaquetaria e
formacéo de trombos (XU et al., 2018).

Citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
interleucina 1 (IL-1) e fatores pro-angiogénicos, como VEGF, liberados por células
tumorais induzem a superexpressado de TF por células endoteliais e mondcitos e a
liberacdo de VWF por células endoteliais. Além disso, a IL-1 proveniente do tumor
induz a secrecdo endotelial do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), um
inibidor da fibrindlise (LUCOTTI et al., 2020).

As citocinas pro-inflamatorias derivadas de células tumorais também induzem
um pico de MPs pré-coagulantes expressando TF e PSGL-1 derivadas do estroma,
contribuindo para o crescimento do trombo (PALACIOS-ACEDO et al., 2019).

Estudos recentes revelaram que as mucinas de carcinoma iniciam um
mecanismo de ativacao reciproca em neutrofilos e plaquetas. As mucinas ligam-se a
P-selectina em plaquetas e L-selectina em neutrofilos, trazendo ambas as células para
as proximidades. Uma interagdo direta de plaquetas P-selectina e PSGL-1 em
neutréfilos induzem a liberacdo de catepsina G de neutréfilos induzindo ativacéo
plaguetaria (SCHLESINGER, 2018).
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Assim, as células tumorais possuem varias opc¢Oes diferentes para induzir a

coagulacao e a ativacao plaquetaria em suas proximidades (SCHLESINGER, 2018)

5.3.4 Interacdes via vesiculas extracelulares

Apés a ativagdo plaquetaria por células tumorais, a liberacdo de granulos de
plaquetas € induzida, bem como a liberacéo de vesiculas extracelulares (EVs), como
exossomos e microparticulas (XU et al., 2018).

As EVs sdo um grupo diverso de estruturas secretadas em condicdes
fisiol6gicas e patolégicas por células parenquimais e tumorais transferindo contetdo
de miRNA, DNA, proteina, citocinas, receptores etc. entre células cancerigenas e
células do microambiente tumoral, ou seja, atuam como particulas de entrega de sinal
transcelular, sendo que suas pequenas dimensdes facilitam o movimento de longa
distancia dentro dos fluidos corporais (ZMIGRODZKA et al., 2020)

Embora as plaquetas em repouso possam liberar EVs, a maioria séo
produzidas como resultado da ativacao plaquetaria e estdo envolvidas na expansao
do trombo durante a hemostasia através da expressao de PS, TF e VWF em sua
superficie. A producdo das EVs aumenta durante a ativacdo celular, estresse
oxidativo, hipdxia tecidual e em varias condi¢cdes de doenca (ZMIGRODZKA et al.,
2020). Tumores agressivos estdo correlacionados com niveis mais elevados de
microparticulas de plaquetas (XU et al., 2018).

A falta de padronizacdo das definicdes na literatura sobre EVs resulta em
inconsisténcia na classificacdo de EVs, que geralmente sdo classificadas conforme o
tamanho e origem em microvesiculas (MV) (100 nm a 1 um) geradas diretamente da
membrana plasmatica, atraveés do processo de brotamento e exossomos (40 a 100
nm) que se originam na via endocitica, a partir de corpos multivesiculares e granulos
a (D'AMBROSI et al., 2021; LUCOTTI et al., 2020; VELD et al., 2019).

As microvesiculas derivadas de plaquetas (PMPs) sdo a subpopulacédo de
microvesiculas mais representada no plasma de individuos saudaveis, respondendo
por até 90% das MVs circulantes (ZMIGRODZKA et al., 2020).

PMPs formadas apOs ativacdo plaquetaria expressam muitas glicoproteinas
plaquetarias e contém proteinas caracteristicas dos granulos a de plaquetas ativadas,
como trombospondina, fator plaquetario 4 e B-tromboglobulina. Devido a variedade do
seu conteudo, a funcdo dos PMPs é multidirecional e seu efeito depende do tipo de

célula-alvo. PMPs induzem a quimiotaxia de mondcitos, causam aumento da
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expressdo do TF na superficie das células endoteliais e influenciam a adeséo e
proliferacdo de células normais e neoplasicas (ZMIGRODZKA et al., 2020).

Os PMPs medeiam a sinalizagdo por meio de 2 mecanismos principais:
atuando por meio da ativacdo de receptores presentes na superficie das células-alvo
ou transferindo seu conteudo interno para as células receptoras por associacao de
membrana ou internalizacdo de PMPs em células-alvo (D’AMBROSI et al., 2021).

Quanto ao segundo tipo de vesiculas liberadas tanto por plaquetas quanto por
células tumorais, 0s exossomos, estdo envolvidos em varias etapas da progressao do
cancer, incluindo angiogénese, migracdo e invasdo celular, imunossupressédo e
formacao do nicho metastatico (D’AMBROSI et al., 2021).

5.4 PLAQUETAS EDUCADAS POR CELULAS TUMORAIS

As células tumorais podem educar as plaquetas pela alteracéo do perfil de RNA
plaquetario mediante internalizacéo de exossomos oriundos de células cancerigenas,
0s quais podem exportar miRNAs, RNAs longos codificantes e nédo codificantes,
responsaveis pela inducdo ou repressao da traducéo de proteinas e/ou estimulagéo
de eventos especificos de splicing do RNA (D’AMBROSI et al., 2021; XU et al., 2018;
ZMIGRODZKA et al., 2020), como pode ser observado na Figura 16. Embora nao
esteja claro como ocorre a captacdo do exossomo derivado do tumor pelas plaquetas,
tanto a fusdo da membrana plasméatica quanto a endocitose podem estar envolvidas
(XU et al., 2018).
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Figura 16. Principal mecanismo de geracao de plaquetas educadas por tumor.
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Fonte: Adaptado de ROWETH et al., 2020

Fatores derivados de tumores também podem alterar o desenvolvimento e a
funcdo de megacariécitos dentro da medula éssea, resultando em uma populagéo
distinta de plaquetas que entra na circulacdo (XU et al., 2018). E provavel que a
maioria do transcriptoma alterado néo seja derivado de tumores, mas sim transcritos
derivados de megacariécitos alterados em resposta a sinais associados a tumores.
Essa alteracdo do transcrito pode ocorrer ja no megacariécito antes da triagem dos
transcritos em plaquetas, ou pode ocorrer no interior das plaguetas durante a

circulagdo, ou uma vez em contato com as células tumorais (D’AMBROSI et al., 2021)

5.5 ANGIOGENESE E MIGRACAO TRANSENDOTELIAL (TEM)

A angiogénese € um processo limitante na metastase do cancer. A migracéo
transendotelial de células tumorais € dificultada pela tensdo imposta pela parede
vascular. No entanto, a neovascularizacdo de tumores primarios tipicamente tem
juncgdes das células endoteliais fracas, de morfologia arredondada e com vazamento,
facilitando a migracéo transendotelial (TEM) (LOU et al., 2015).

A interacdo de células tumorais com plaquetas induz a liberacdo seletiva
mediante a diferentes estimulos de tantos reguladores pré-angiogénicos quanto anti-

angiogénicos. E possivel que os tumores sequestrem as propriedades angiogénicas
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das plaquetas, desencadeando a liberacéo seletiva de fatores predominantemente
pré-angiogénicos (LI, 2015).

A ligacdo do PAR-1 ao seu agonista trombina, bem como a estimulacido do
receptor P2Y12 pelo ADP favorece a liberacdo plaquetaria de reguladores proé-
angiogénicos de seus granulos alfa, como o VEGF, um dos mais poderosos
reguladores positivos da angiogénese, e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), sendo que ambos promovem o crescimento tumoral e a angiogénese
(HAEMMERLE et al., 2018; ITALIANO et al., 2008; LOU et al., 2015; LI, 2015).

A trombina também tem varios efeitos nas células endoteliais que suportam a
angiogénese, por exemplo, pela potencializagcéo da atividade mitogénica do VEGF nas
células endoteliais. Além disso, inibe a apoptose e induz proliferacéo e diferenciacao
de células progenitoras vasculares (SCHLESINGER, 2018).

Como ja mencionado anteriormente, as células cancerigenas metastaticas
podem ativar plaquetas, aumentando a concentracdo de PMPs, que podem fornecer
fatores pro-angiogénicos (LOU et al., 2015; SCHLESINGER, 2018). Acredita-se que
0os miRNAs derivados de EVs também consigam regular a expressdo génica em
células endoteliais e potencialmente impactar a neovascularizacdo (SCHLESINGER,
2018). Além disso, EVs circulantes podem regular positivamente o nivel de matriz
metaloproteinase 2 (MMP2) em células de cancer de prostata e facilitando o
intravasamento de células cancerigenas metastaticas (ITALIANO et al., 2008; LOU et
al., 2015).
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Figura 17. Interacdo de plaquetas com células tumorais no nicho primério acarreta
liberacdo de moléculas bioativas que auxiliam na EMT
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Fonte: Adaptado de HAEMMERLE et al., 2018.

Como mostrado na Figura 17, as células tumorais liberam complemento, C3a
e Cba, prostaglandina E2 (PGE2), IL-1a e metaloproteases da matriz que auxiliam na
TEM de células cancerigenas através do endotélio, tanto para dentro quanto para fora
de vasos sanguineos (HAEMMERLE et al., 2018; SCHLESINGER, 2018).

5.6 TRANSIQAO EPITELIAL-MESENQUIMAL

Durante o processo metastatico, as células tumorais se desprendem do tumor
primario e entram na corrente sanguinea, porém antes disso, as células neoplasicas
podem sofrer transicao epitelial-mesenquimal (EMT), que consiste na interrupcéo das
interacdes célula-célula, expressdao de marcadores de fendtipo mesenquimal,
aumento da mobilidade e maior capacidade de invadir sitios distantes (D'AMBROSI et
al., 2021). A EMT também confere as células tumorais maior resisténcia a depuracao
imune e a quimioterapia (LU et al., 2019).

Células com caracteristicas EMT sdo muitas vezes capazes de degradar e
invadir sua matriz extracelular basal expressando MMPs. Dependendo do ambiente

extracelular e do estado do tecido, as células podem exibir modos distintos de EMT
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gue subsequentemente dao origem a fendtipos muito diferentes, interferindo nos
comportamentos na progressao do cancer e metastase (LU et al., 2019).

A interacao plaqueta-célula cancerosa e o TGF-B derivado de plaquetas pode
ativar sinergicamente as vias TGF-/Smad e a via de transcrigdo do fator nuclear kB
(NF-kB) em células cancerigenas, promovendo EMT in vivo e aumentando
proliferacéo de células cancerigenas (D’AMBROSI et al., 2021; HAEMMERLE et al.,
2018). Plaquetas ativadas secretam TGF-, que ativa a via TGFB/Smad nas células
tumorais. O TGF-B é uma citocina multifuncional que provoca uma ampla gama de
respostas celulares dependentes do contexto e que pode atuar como um potente
supressor de tumor em tipos de células epiteliais normais e pré-malignas,
desencadeando a parada do ciclo celular na fase G1 por diferentes mecanismos em
diferentes tipos de células. Além da parada do ciclo celular, o TGF- pode induzir a
apoptose celular na fase inicial da tumorigénese, além da ativagdo da autofagia em
certas células cancerigenas humanas (HAO et al., 2019). Por outro lado, na matriz
extracelular TGF-B estimula a angiogénese, inibe 0 sistema imune e propicia um
ambiente favoravel para a migracdo da célula tumoral e metastase (KIMURA et al.,
2017).

O alto nivel de plasticidade permite que a EMT seja faciimente reversivel para
permitir o desenvolvimento de macrometastase durante a progressao maligna (LU et
al., 2019).

5.7 HETEROAGREGADOS E EVASAO IMUNE
Depois que as células cancerigenas escapam de seu microambiente e entram

na circulacédo sanguinea, elas sdo expostas a uma alta tensdo de cisalhamento e ao
ataque do sistema imunoldgico, em especial, células NK. Sem protecdo, menos de
0,1% das células cancerigenas na circulacdo sanguinea sobreviveriam (D'AMBROSI
et al., 2021). As acdes mediadas pelas plaquetas auxiliando na sobrevivéncia das

células tumorais metastaticas estdo resumidas na Figura 18.
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Figura 18. Esquema dos efeitos mediados pelas plaquetas durante transito das
células tumorais
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Diante do exposto, subsequentemente a ativacao plaquetaria, células tumorais,
plaquetas e leucocitos, como neutréfilos e linfécitos isolados, formam
heteroagregados usando diversos receptores de adesao (SCHLESINGER, 2018).

Essa interacao fisica das células cancerigenas com as plaquetas é mediada
principalmente via GPIb-IX-V, GPIllb-llla e integrinas de células tumorais como a
integrina av3 em como P-selectina (HAEMMERLE et al., 2018). Mas, pode-se dizer
gue as duas principais moléculas de adeséo que suportam a adeséo plaqueta-célula
cancerigena sao P-selectina e GPlIb/llla (LI, 2015). A inibicao da P-selectina bloqueou
0 acumulo de leucocitos em um trombo em crescimento, bem como deposicdo de
fibrina, exibindo o papel crucial das P-selectinas na coagulagdo e recrutamento de
leucdcitos (SCHLESINGER, 2018).

Ainda sobre a constituicdo dos heteroagregados, a expressdo de TF por
plaquetas e células tumorais coopera para aumentar a deposi¢ao de fibrina ao redor
dos heteroagregados (LI, 2015).

Esse revestimento plaquetario das células tumorais na corrente sanguinea
promove a conclusdo bem-sucedida de véarias etapas da cascata metastatica

(LUCOTTI et al.,, 2020), pois forma um manto protetor que ajuda as células
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cancerigenas a escapar da vigilancia imunoldgica e da citélise mediada por células
NK e medeiam a parada do émbolo plaguetario das células tumorais na parede
vascular (LI, 2015; ROVATI et al., 2022; SCHLESINGER, 2018).

Além da dificuldade de acesso, por si s6, conferir protecdo as células tumorais
em heteroagregados, as plaquetas também realizam a transferéncia de proteinas
imunorreguladoras para a superficie de células tumorais por contato direto, o que
finalmente leva a um feno6tipo MHC classe | positivo prejudicando a inducdo da
atividade de reconhecimento e citotoxicidade das células NK. Esse mecanismo é
chamado “mimetismo plaquetario”, no qual as células tumorais expressam produtos
especificos de plaguetas ou megacariocitos, como GPIIb/llla, PARs e molécula de
adeséo celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM1) etc. que facilitam a disseminacéo
(HAEMMERLE et al., 2018; LOU et al., 2015; SCHLESINGER, 2018).

Além disso, o revestimento protetor das plaguetas fornece fatores promotores
de crescimento essenciais para a proliferacdo de células tumorais e vasos
(FABRICIUS et al., 2021). A formacdo de heteroagregados também desencadeia
varias vias de sinalizacbes especificas, que contribuem para a liberacdo de uma
infinidade de fatores derivados de plaquetas, como interferon-y (IFN-y), TGF-
B1, PDGF que induzem EMT em CTCs. Além disso, o TGF-f derivado de plaquetas
diminui a atividade antitumoral das células NK pela regulacdo negativa do
imunorreceptor NKG2D (HAEMMERLE et al., 2018; SCHLESINGER, 2018).

5.8 ADESAO E EXTRAVASAMENTO

A interacdo entre as células tumorais e o endotélio microvascular ocorre antes
do extravasamento bem-sucedido e da TEM para formar metastases. Experimentos
in vivo indicam que a adesao de células tumorais aos vasos foi significativamente
aumentada por plaguetas, bem como a estabilizacdo e retencdo de células
cancerigenas na vasculatura (HAEMMERLE et al., 2018; LI, 2015).

Embora esse processo seja mediado principalmente pela interacdo de
receptores de adeséo entre CTCs e CEs, as plaquetas podem servir como um potente
regulador desse processo (LOU et al., 2015).

As complexas intera¢fes células tumorais-CEs podem ser analisadas no nivel
molecular pela hipétese de 'ancoragem e blogueio' proposta por Chen e Honn. De
acordo com esta hipotese, a adesdo de células tumorais as ceélulas endoteliais do

orgdo-alvo inclui uma etapa de reconhecimento inicial, também chamada
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“ancoragem”, seguida por uma etapa de bloqueio ou adesao firme de fase tardia
(HONN et al., 1992).

A etapa de "ancoragem" é geralmente mediada por mecanismos de ades&o
relativamente fracos e transitorios envolvendo intera¢des carboidrato-carboidrato e/ou
carboidrato-proteina, enquanto a etapa de "bloqueio" é mediada por integrinas
dependentes de ativacdo (HONN et al., 1992).

Apos a ativagdo plaquetéria, a P-selectina dos granulos a é translocada as
superficies das plaquetas e através da interacdo com seus ligantes medeia a
amarracdo inicial das células tumorais as ceélulas endoteliais, facilitando o
extravasamento de células tumorais para a matriz subendotelial (SCHLESINGER,
2018).

A transicdo do estado de 'ancoragem’ para o estado de ‘bloqueio’ € mediada
por uma série de fatores reguladores derivados de células tumorais, plaguetas, CEs e
muitas outras células (HONN et al., 1992; SCHLESINGER, 2018).

As plaquetas conjugadas com células cancerigenas liberam outros mediadores
armazenados em granulos a e 6 que regulam a permeabilidade dos vasos, incluindo
0s metabdlitos eicosanoides TXA2 e &cido hidroxieicosatetraenoico (12-HETE), além
de ATP, histamina e serotonina, os quais induzem a retracdo das células endoteliais,
expdem a membrana basal e, assim, facilitam o extravasamento e metastase das
células cancerigenas (LI, 2015). O ATP derivado de plaquetas induz o relaxamento
das juncbes endoteliais e a permeabilidade vascular ao ativar os receptores
purinérgicos endoteliais P2Y2 (SCHLESINGER, 2018)

5.9 FORMACAO DE NICHOS SECUNDARIOS

As plaquetas podem ainda orientar a formacdo de um nicho pré-metastatico
pela secrecéo da quimiocinas CXCL5 e CXCL7 e, assim, aumentar o recrutamento de
granulécitos e células hospedeiras para construir o microambiente tumoral, portanto
as plaquetas criam um ambiente rico em células imunes ao redor das metastases em
desenvolvimento, a fim de apoiar a proliferacéo e a sobrevivéncia das células tumorais
(BRAUN et al., 2021; HAEMMERLE et al., 2018).

O fator 1 derivado do estroma (SDF-1) secretado dos granulos de plaguetas
suporta o direcionamento de células progenitoras hematopoiéticas para locais de

neovascularizagdo em tumores e tecidos isquémicos (HAEMMERLE et al., 2018).
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As plaquetas também liberam fatores pré-angiogénicos em um estagio
posterior para induzir a formacdo de vasos tumorais locais dentro do microambiente
hospedeiro. A capacidade de formar vasos sanguineos em Orgdos distantes €&
importante para a colonizacdo e depende ndo apenas do VEGF, mas também do
PDGF (BRAUN et al., 2021).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As plaguetas possuem papel ativo na progressado metastatica. As propriedades
de superficie e dos granulos plaquetérios sdo explorados pelas células tumorais em
diversas etapas da cascata metastatica, como angiogénese, formacdo de
heteroagregados, evasdo imune, transicdo epitélio-mesenquimal, transmigracéo e
formacdo no nicho metastatico secundario. A comunicacdo entre plaquetas e as
células tumorais é bidirecional, com as primeiras estimulando a progressdo do
cancer em diferentes estagios e as células tumorais afetando a contagem de

plaquetas, o estado de ativacao e o transcriptoma.

Conhecer os mecanismos envolvidos na ativacado plaguetaria pelas células
tumorais, ou mesmo outros mecanismos dependentes de plaquetas importantes no
processo de metastase, pode ser essencial na busca por novas terapias que podem
ser associadas as formas de tratamentos tradicionais. Além disso, 0s mecanismos
moleculares das interacdes plaquetas-células tumorais podem ser explorados na

busca por biomarcadores sanguineos do cancer em seus estagios iniciais.

As drogas antiplaquetarias ainda ndo fazem parte dos protocolos
farmacolégicos de rotina de prevencédo e tratamento do céncer, mas diante das
evidéncias da participacdo das plaguetas na metastase bem-sucedida e da
trombocitose como um marcador de pior prognostico em pacientes com tumores
sélidos, os dados experimentais sugerem que estratégias que visam reduzir a
ativacdo, atividade ou numero de plaquetas podem ser exploradas como terapias
antimestétaticas, visto que podem reduzir o crescimento do tumor e a metastase,
levando a melhores resultados no tratamento da doenca, sendo que entre 0s
antiplaguetéarios a serem explorados estéo desde os inibidores da cicloxigenase, como
a aspirina, as tienopiridinas que tém como alvo receptores de superficie das

plaquetas.

Portanto, parece ser apenas questdo de tempo até que novos e maiores
estudos clinicos sejam realizados para maior compreensédo da possibilidade de os
antiplaquetéarios atuais poderem oferecer esse novo beneficio e ainda, para quais
formas especificas de cancer isso seria valido, qual a dose e duracao a ser

recomendada, quais as possiveis reacdes adversas dessa aplicacao.
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