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RESUMO

Objetivo: avaliar dos niveis de agregados de plaquetas-leucocitos circulantes em
mulheres com cancer de mama. Métodos: entre 2018 e¢ 2019, realizou-se um estudo
corte transversal com 27 mulheres com diagnostico de cancer de mama e idade entre 18
e 60 anos e 15 mulheres saudaveis (controles). Para a avaliacao do agregado plaquetario
circulante, foram coletadas amostras de sangue periférico no momento da realizacao dos
exames laboratoriais de rotina para diagnostico e antes do tratamento. A andlise do
agregado plaquetario foi realizado utilizando anticorpos monoclonais por citometria de
fluxo. Testes de Mann-Whitney e Kruskal -Wallis foram usados para andlise de
medianas entre dois e trés grupos, respectivamente. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de p < 0,05. As analises foram realizadas no
graphpad v7.0. Resultados: Nas andlises dos percentuais do agregados plaquetas-
linfécitos  (AGP-linfocitos), plaquetas-neutrofilos (AGP-neutréfilos) ndo foram
observadas diferencas significativas entre as pacientes e os controles. No entanto, foi
observado que as pacientes apresentaram valores percentuais elevados de agregado
plaquetas-monocitos (AGP-monoécitos) quando comparado aos controles (p<0,0001).
Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis percentuais do AGP-
linfécitos e AGP-neutrofilos entre os subtipos luminais A/B, HER2+ e triplo negativo;
entre esses subtipos tumorais e controles. Os valores percentuais do AGP-monocitos
foram elevados nos subtipos luminais A/B, HER2+ e triplo negativo quando comparado
aos controles (p=0,008; p=0,0001; p=0.0002, respectivamente). No entanto, nao foram
observadas diferencas significativas percentuais do AGP-mondcitos entre os subtipos
tumorais. Conclusio: O presente estudo mostrou o envolvimento do AGP-monocito no
cancer de mama triplo negativo e HER2+, sendo esses subtipos tumorais mais
agressivos e pior prognostico. Com base nesses dados ficou clara a importancia de
novos estudos que tenham como base investigacdo do papel das interagdes entre as
plaquetas e as células do sistema imune no cancer de mama. As moléculas envolvidas

nas ligagdes entre plaquetas e leucocitos podem ser possiveis alvos terapéuticos.

Palavras chaves: cancer de mama; plaquetas; sistema imune.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the levels of circulating platelet-leukocyte aggregates in women
with breast cancer. Methods: Between 2018 and 2019, a cross-sectional study was
conducted with 27 women diagnosed with breast cancer aged 18 to 60 years and 15
healthy women (controls). For the evaluation of the circulating platelet aggregate,
peripheral blood samples were collected at the time of routine diagnostic laboratory
tests and prior to treatment. Platelet aggregate analysis was performed using
monoclonal antibodies by flow cytometry. Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests
were used for analysis of medians between two and three groups, respectively. Values

of p <0.05 were considered statistically significant. Analyzes were performed on
graphpad v7.0. Results: In the analysis of percentages of platelet-lymphocyte
aggregates (AGP-lymphocytes), platelet-neutrophils (AGP-neutrophils), no significant
differences were observed between patients and controls. It was observed that patients
had high percentages of platelet-monocyte aggregate (AGP-monocytes) when compared
to controls (p<0.0001). No significant differences were observed in the percentages of
AGP-lymphocytes and AGP-neutrophils between A / B, HER2 + and triple negative
light subtypes; between these tumor subtypes and controls. The percentage values of
AGP-monocytes were elevated in the A / B, HER2 + and triple negative light subtypes
when compared to controls (p = 0.008; p = 0.0001; p = 0.0002, respectively). No
significant percentage differences in AGP-monocytes were observed between tumor
subtypes. Conclusion: The present study showed the involvement of monocyte AGP in
triple negative breast cancer and HER2 +, being these tumor subtypes more aggressive
and worse prognosis. Based on these data, the importance of further studies based on
the role of interactions between platelets and immune system cells in breast cancer has
become clear. Molecules involved in platelet-leukocyte binding may be possible

therapeutic targets.
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1 INTRODUCAO

O cancer de Mama (CM) ¢ o segundo tipo de neoplasia mais frequente entre as
mulheres do mundo e do Brasil, principalmente em mulheres acima dos 50 anos, e a
primeira causa de morte por cincer em mulheres'. O CM estd associado a diversos
fatores de risco, os quais atuam iniciando ou modificando o transcurso neoplasico das
células da mama”. Dentre esses fatores estdo a idade superior a 40 anos, a composi¢io
genética que promove a ocorréncia familiar, historico de cancer presente em parentes de
primeiro grau, menarca precoce ou tardia e multiplos fatores ambientais, como terapia
de reposi¢ao hormonal, exposi¢do a radiagdo e uso abusivo do alcool®.

O CM ¢ uma neoplasia formada por subtipos biolégicos reconhecidos’® que se
diferenciam de acordo com a expressio de receptores hormonais na superficie tumoral*:
receptores de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), e Epithelial Growth
Factor Receptor 2 (HER-2)". Dessa forma, a partir da imunohistoquimica, definiu-se a
classificagdo do CM em: I) Luminal A, com fendtipo RE e RP positivo e HER2
negativo, ¢ o subtipo mais comum e apresenta um bom prognostico; II) Luminal B,
apresenta RE positivo, RP ¢ HER2 positivo ou negativo € tem um pior prognostico
quando comparado ao Luminal A; III) subtipo tumoral HER2+ que apresenta
superexpressao de HER2 e ndo expressa RE e RP; e IV) triplo negativo que nao
apresenta expressao desses receptores € que juntamente com o subtipo HER2 sao
considerados os de piores prognosticos”.

Para alguns subtipos do CM, quimioterapia ¢ hormonioterapia possuem um
papel significativo na redug¢do da mortalidade. Para os tumores de mama localmente
avangados ¢ necessario realizar quimioterapia neoadjuvante antes do tratamento
cirirgico’. Entretanto, nem sempre o tratamento ¢ efetivo. As causas para altas taxas de
resisténcia tumoral incluem, além das diferencas entre pacientes, a heterogeneidade
intratumoral®, por isso atualmente vem surgindo as imunoterapias, como uma estratégia
de tratamento.

As células tumorais utilizam de varios mecanismos para escapar do sistema
imune e promover metastase, dentre eles, a interacdo com plaquetas. As plaquetas sao
elementos anucleados resultantes do fracionamento de megacaridcitos. Sao
consideradas elementos subcelulares, apesar de dividirem caracteristicas muito
importante das células’. A fun¢do plaquetdria mais conhecida é a hemostasia, mas

também ela ¢ fundamental no reparo tecidual, comunicagdo entre células, angiogénese,



integridade vascular e na liberacdo de moléculas que estdo relacionadas com inflamagao
e imunidade®.

A funcdo plaquetaria depende de varios receptores expresso na membrana, oS
quais, sdo capazes de estabelecer a agregacdo, ativacdo, adesdo e estabilizacio®. Essas
acoes, podem ser mediadas pelas células tumorais circulantes no sangue, além da
angiogénese ¢ a formacdo de nichos de células tumorais’. Essa ativacdo acontece
através dos produtos tumorais, como exossomos, prostaglandinas E2, fator tecidual e
fatores de coagulagio'’.

Com a ativagdo, as plaquetas influenciam a resposta inflamatoéria no cancer,
ativando o endotélio e promovendo o recrutamento dos leucocitos para os locais
. , - 11 ~ . ~ . , . ,
inflamatérios . Sao capazes de promover as interagdes entre os linfocitos T, e células
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dendriticas, sugerindo uma comunicagdo entre as imunidades inata e adaptativa “.

As plaquetas articulam as respostas inatas e adaptativas, através do
envolvimento com leucécitos e possuem papéis cruciais na vigilancia imunoldgica,
inflamacdo e cancer'”. Apos a ativacdo das plaquetas, ocorre uma grande expressio de
moléculas de adesdo, responsaveis pela formag¢ao do agregado de plaqueta com os
leucécitos e as células tumorais™®. O agregado das plaquetas com os leucocitos
representa um marcador de muitas doencas'’. Esses agregados de plaquetas com as
células tumorais facilita a evasdo imune e o acesso das células tumorais para outros
locais, contribuindo para a disseminagado e, consequentemente, metastase tumoral .

E comum associar a trombocitose, com a redugdo da sobrevida em pacientes
com cancer'”, somado a isso, a progressio do CM pode ser mediada por componentes

. y e 16 . . A
do sistema hemostatico °, sugerindo um potencial papel das plaquetas na patogénese da
doenca'’. Aproximadamente, um terco de todos os pacientes com cdncer apresenta
trombocitose no momento do diagnéstico, e 40% de todos os pacientes com
trombocitose apresentam metastase tumoral'”.

Como as cé¢lulas tumorais utilizam diversos mecanismos para escapar da

e etAa e . , + 10 o ,
vigilancia imunologica °, o agregado plaquetéario pode também favorecer esse escape do
. . 18 . . T ~
sistema imune ~, estando associado ao pior prognostico. A relagdo do agregado
plaquetario com a célula tumoral desempenha papel imunossupressivo através dos
mediadores que sdo liberados apods sua ativacao. Estudos mostram que a P-selectina,
, ~ . . , 18
molécula de adesdo expressa na superficie das plaquetas medeia a metdstase tumoral *.

Desse modo, as terapias antiplaquetarias representam uma possibilidade de melhora no

desfecho do paciente.



Diante do exposto, pode-se observar que o sistema imune age através de
diferentes populagdes celulares e mecanismos de ativagdo e inibi¢cdo da resposta celular,
promovendo tanto a imunovigilancia quanto o escape imune no cancer de mama. Varios
estudos tém avaliado o prognostico e a importancia do infiltrado linfocitario tumoral no
cancer de mama, utilizando técnicas de imuno-histoquimica. Entretanto, faltam estudos
que avaliem os niveis de agregados de plaquetas-leucdcitos no sangue periférico,
portanto, o objetivo desse trabalho avaliar dos niveis de agregados de plaquetas-

leucocitos circulantes em mulheres com cancer de mama.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho e participantes do estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal, exploratério e translacionalno
Servigo de Oncologia do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira
(IMIP), Hospital de cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratério Multiusudrio de
Pesquisa Translacional do IMIP no periodo de agosto de 2018 a julho de 2019. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP ¢ Hospital
de Cancer de Pernambuco sob os numeros CAAE 39967014.3.3002.5201 ¢ CAAE
39967014.3.0000.5205, respectivamente, seguindo a Resolucao 466/12 do Conselho QT
Nacional de Satde do Ministério da Saude. Todos os participantes foram incluidos no
estudo apos assinatura do Termo de Consentimento livre esclarecido (TCLE).

Utilizou-se como critérios de inclusao: mulheres com tumor maligno de mama
dos subtipos moleculares luminais, HER2+ e triplo negativo, com diagnostico
histolégico de carcinoma invasivo de tipo ndo especial (TNE) ou carcinoma ductal
invasivo sem outra especificacao (SOE).

Foram avaliadas 27 pacientes (mediana de 44 anos) com diagnostico de cancer
de mama. As pacientes apresentavam os seguintes subtipos tumorais: 8 com cancer de
mama luminais 7 HER2+; e 12 triplo negativo. O grupo controle foi constituido de 15
voluntarias sauddveis com mediana de idade de 48 anos sem historia familiar de cancer
de mama.

Os critérios de inclusdo para as pacientes foram idade entre 18 e 60 anos;
diagnostico histoldgico de carcinoma invasivo de tipo nao especial (TNE) ou carcinoma

ductal invasivo sem outra especificagdo (SOE) ou carcinoma lobular invasivo ou



carcinoma misto; sem ter realizado tratamento prévio para cancer. Os critérios de
exclusdo foram idade inferior a 18 anos ou superior a 60 anos, usudrias de
medicamentos imunossupressores, pacientes com historia clinica de HIV e HTLV,
gestantes, diagnostico e tratamento prévio para outro tumor, exceto de pele ndo

melanoma, tratamento quimioterapico atual e prévio ao estudo.

2.2 Citometria de fluxo

Um volume de 4 mL de sangue foi colhido em tubo com anticoagulante, acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA (BD Vacutainer™. Numa aliquota de 100 pL de
sangue periférico foram adicionados 2 mL de tampdo de lise de hemacias (FACS®
Lysing Buffer, Becton Dickinson, Mountain View, CA) e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 2 lavagens consecutivas,
adicionando 2 ml de tampao PBS 1x concentrado (pH 7,4) e centrifugando a 400 x g por
5 min a 4°C. Apds a segunda lavagem, foi descartado o sobrenadante e as células foram
marcadas com 5SuL de anticorpo monoclonal anti-CD4la, ¢ em seguida, foram
incubados a temperatura ambiente por 20 min e protegido da luz. Apos a incubacgao, foi
realizada uma unica lavagem adicionando 2mL de tampao PBS 1x concentrado (pH 7,4)
e centrifugando a 400 x g por 5 min a 4°C e adquiridas no citdbmetro de fluxo
FACSVERSE® (BectonDickinson,Sunnyvale, CA). Foram adquiridos 30.000 eventos
celulares na regido de linfocitos e as analises dos resultados foram realizadas utilizando
o programa FACSuite® (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores
percentuais. Os anticorpos CD41la foram utilizados para marcagdo de plaquetas. A
marcacdo do agregado de plaquetas-linfocitos, plaquetas-mondcitos e plaquetas-
neutréfilos foram analisados através da marcacdo de CD41a na regidode linfocitos,
mondcitos e neutrofilos, respectivamente. As analises foram expressas em percentuais

(%).
2.2 Analise Estatistica

Na analise descritiva dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar

a distribuicao das amostras. As varidveis continuas com distribui¢do normal foram



apresentadas em média e desvio-padrao, e as varidaveis sem distribuicdo normal, em
mediana e intervalo interquartil (IQR: 25-75).

Nas andlises entre grupos foram realizados os testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney na comparagdo entre dois grupos, ¢ de Kruskal-Wallis para comparagao entre
trés grupos com correcdo de Dunn's. Foram considerados significativos valores de p <

0,05. As analises foram realizadas no programa Graphpad v7.0.

3 RESULTADOS

3.1 Analise do agregado plaquetario (AGP) em linfocitos, mondcitos e

neutrofilos de pacientes com cancer de mama e controles

Nas analises dos percentuais do agregados plaquetas-linfocitos (AGP-linfocitos),
plaquetas-neutrofilos (AGP-neutrofilos) ndo foram observadas diferengas significativas
entre as pacientes e os controles (Figuras 1A e 1B). No entanto, foi observado que as
pacientes apresentaram valores percentuais elevados de agregado plaquetas-mondcitos

(AGP-monocitos) quando comparado aos controles (p<0,0001; Figura 1C).

3.2 Analise do agregado plaquetario (AGP) em linfocitos, mondcitos e

neutrofilos de acordo com o subtipo tumoral de cincer de mama

Nao foram observadas diferengas significativas nos niveis percentuais do AGP-
linfécitos e AGP-neutrofilos entre os subtipos luminais A/B, HER2+ e triplo negativo;
entre esses subtipos tumorais e controles (Figuras 2A e 2B).

Os valores percentuais do AGP-mondcitos foram elevados nos subtipos luminais
A/B, HER2+ e triplo negativo quando comparado aos controles (p=0,008; p=0,0001;
p=0.0002, respectivamente). No entanto, nao foram observadas diferencas significativas

percentuais do AGP-mondcitos entre os subtipos tumorais (Figura 2C).



4 DISCUSSAO

Nesse estudo, foi avaliado o agregado plaquetario no contexto das neoplasias,
contribuindo, assim, no impacto da mortalidade do cancer de mama. As plaquetas sao
tradicionalmente vistas como fundamentais na trombose € hemostasiazo, dessa forma,
estudos sobre o envolvimento das plaquetas no sistema imune sao recentes e ainda ha
poucas informagdes na literatura.

Embora as plaquetas possam exercer algumas de suas func¢des individualmente,
¢ cada vez mais reconhecido que as interacdes entre as plaquetas e outros tipos de
células circulantes sdo cruciais para muitas de suas funcdes®’. Qi et al (2015) relataram
niveis elevados de agregados de plaquetas em torno de células de diversos tipos de
cancer, dentre eles o cancer de mama, da mesma forma que relataram a auséncia nos
tecidos normais correspondentes”’. Dessa maneira, isso demonstra como as plaquetas
sdo essenciais para os estagios iniciais do crescimento do tumor, a partir,
principalmente, da angiogénese, assim como, a metastase™.

Além disso, tem sido relatado que plaquetas interagem com diversas células do
sistema imune, como neutréfilos, linfocitos € monocitos, através de multiplas interagdes
em condi¢des inflamatérias e infecciosas, além de atuarem no processo de reparo e
injuria tecidual®. Nesse estudo, ao comparar os niveis de AGP- linfocitos e AGP-
neutréfilos das pacientes com os controles, ndo houve resultado estatistico significativo.
Isso sugere os agregados de plaquetas com linfécitos e neutrdfilos ndo estao envolvidos
a resposta imune no cancer de mama.

Nesse estudo, foi observado um aumento do AGP-mondcitos nos pacientes com
CM quando comparada aos controles. Os AGP-monocitos sdo marcadores mais
sensiveis de ativacdo plaquetaria que a P-selectina®’. Dessa forma, sugere que ha uma
maior ativagdo do sistema imune nas pacientes com cancer na tentativa de combater as
células neoplasicas. Mas também, hd uma grande associacdo do aumento do AGP-
mondcito com trombose, o que pode contribuir com uma evolugdo desfavoravel do
cancer™.

Além disso, observou-se um aumento do AGP-mondcitos nas pacientes com
tumores de mama triplo negativo e HER2+ quando comparado aos controles. O
aumento dos agregados plaquetarios sugere um aumento da atividade inflamatoria e,
consequentemente da resposta imune”, isso pode estar associado a esses subtipos serem

mais agressivo e de prognostico desfavoravel. Esses pacientes com o cancer de mama
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triplo negativo ¢ HER2+ possuem um pior prognostico quando comparada com os

outros subtipos de CM.

5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou o envolvimento do AGP-mondécito no cancer de
mama triplo negativo ¢ HER2+, sendo esses subtipos tumorais mais agressivos e pior
prognostico. Com base nesses dados, ficou clara a importancia de novos estudos que
tenham como base investigacdo do papel das interagdes entre as plaquetas e as células
do sistema imune no cancer de mama. As moléculas envolvidas nas ligagdes entre

plaquetas e leucocitos podem ser possiveis alvos terapéuticos.
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Figura 1. Andlise dos valores percentuais do agregado plaquetario (AGP) em: A)
linfécitos (AGP-linfocitos), B) neutrofilos (AGP-neutrofilos) e C) mondcitos (AGP-
mondcitos) no sangue periférico dos pacientes com cancer de mama (n=27) e controles
(n=15). Os graficos estdo representados em medianas e intervalo interquartil (IQR 25-
75%). Foi realizado o teste de Mann Whitney. Foi considerado p<0,05. NS: Nao

significativo.
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Figura 2. Andlise dos valores percentuais do agregado plaquetario (AGP) em: A)
linfécitos (AGP-linfocitos), B) neutréfilos (AGP-neutrofilos) e C) mondcitos (AGP-
mondcitos) no sangue periférico de mulheres com cancer de mama luminal A ¢ B
(LA/B; n=8), HER2+ (n=7), triplo negativo (TN; n=12) e controles (n=15). Os graficos
estdo representados em medianas e intervalo interquartil (IQR 25-75%). Foi realizado o

teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado p<0,05. NS: Nao significativo.



