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“Three words, large enough to tip the world. | remember you.”
— V.E. Schwab, The Invisible Life of Addie LaRue

Em memoria de Nick
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formadoras de colonias. (A) tarina 40ug. (B) carboplatina 50mg/Kg + 0,2mg de tarina.
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RESUMO

O taro ou inhame (Colocasia esculenta) é um tubérculo muito popular e amplamente
consumido no mundo. Na medicina popular é utilizado para estimular as respostas imunes
e restaurar o estado geral de saude. Em estudos prévios do nosso grupo, isolamos uma
lectina de 12 kDa a partir do cormo do taro, denominada tarina, e observamos que a adicado
da referida lectina em cultura de células da medula éssea resulta em uma proliferacdo
expressiva de células provenientes da linhagem granulocitica, sugerindo uma possibilidade
de acdo em progenitores hematopoiéticos da medula éssea. Nesse contexto, a aplicacao
da lectina do inhame na area médica pode ser uma alternativa de grande importancia no
tratamento de pacientes com imunodeficiéncia da medula dssea decorrente de condicdes
patoldgicas e tratamentos terapéuticos quimioterapicos que causam uma mielossupressao
severa, aumentando a suscetibilidade dos pacientes a infec¢cbes, anemia e hemorragias.
Objetivo geral: investigar o efeito da lectina tarina na recuperacao da mielossupressao de
camundongos induzida por administracdo de carboplatina. Objetivos Especificos: avaliar a
cinética e a curva dose-resposta na mielossupressdo de camundongos induzida pela
carboplatina; analisar as altera¢des citomorfoldgicas da medula dssea na mielossupressao
induzida pela carboplatina e sua recuperacdo hematopoiética; avaliar as altera¢Oes
hematoldgicas de camundongos mielosuprimidos pela carboplatina e tratados com tarina;
avaliar ex vivo o efeito da tarina sobre progenitores hematopoiéticos remanescentes da
medula déssea de animais mielossuprimidos pela carboplatina; Avaliar o tempo de
recuperacdo hematopoiética Materiais e Métodos: /In vivo, camundongos machos e
adultos da linhagem C57BL/6 foram submetidos a administracdo da carboplatina em
50mg/Kg e 100mg/Kg, ocorrendo a contagem de células totais do sangue periférico para a
determinacdo da curva dose-resposta do medicamento. Apds eutanasia, in vitro, células da
medula éssea foram submetidas a protocolos longos de cultura celular com adicdo de
tarina 40pg/mL para andlise de progenitores hematopoiéticos remanescentes, além da
realizacdo de ensaios clonogénicos, andlises fenotipicas, de microscopia 6éptica e
citocentrifugados. Resultados: A tarina atenuou a leucopenia induzida por carboplatina e
favoreceu a recuperacdao hematopoética. A citometria de fluxo evidenciou adensamento
da populacdo granulocitica e modulacdo da expressao de c-Kit e Sca-1 no compartimento
medular, sugerindo ativacdo de progenitores mieloides. Os dados indicam potencial efeito
imunomodulador da lectina na recuperacao da mielossupressao
guimioterdpica.Conclusdo: A tarina foi capaz de atenuar a leucopenia em condi¢Ges de
mielossupressao, promover a preservac¢do parcial de progenitores mieloides in vivo, com
possivel acdo direta sobre essas populagdes ou indireta via modulacdo do microambiente
medular in vitro, sugerindo que a tarina favorece a recuperacdo hematopoética,
potencialmente por meio da inducdo de fatores como G-CSF.

Palavras-chave: Colocasia esculenta, lectina, mielossupressdo, quimioterapia,
carboplatina.
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ABSTRACT

Taro (Colocasia esculenta) is a very popular and widely consumed tuber worldwide. In folk
medicine, it is used to stimulate immune responses and restore overall health. In previous
studies by our group, we isolated a 12 kDa lectin, called tarin, from the taro corm and
observed that the addition of this lectin to bone marrow cell cultures resulted in significant
proliferation of cells from the granulocytic lineage, suggesting a possible action on
hematopoietic progenitors in the bone marrow. In this context, the application of taro
lectin in the medical field may be a very important alternative in the treatment of patients
with bone marrow immunodeficiency resulting from pathological conditions and
chemotherapeutic treatments that cause severe myelosuppression, increasing patients'
susceptibility to infections, anemia, and hemorrhages. General objective: to investigate the
effect of the lectin tarine on the recovery from myelosuppression in mice induced by
carboplatin administration. Specific objectives: to evaluate the kinetics and dose-response
curve in myelosuppression in mice induced by carboplatin; to analyze the
cytomorphological changes in bone marrow in myelosuppression induced by carboplatin
and its hematopoietic recovery; to evaluate the hematological changes in mice
myelosuppressed by carboplatin and treated with tarine; to evaluate ex vivo the effect of
tarine on remaining hematopoietic progenitors in the bone marrow of animals
myelosuppressed by carboplatin; to evaluate the hematopoietic recovery time. Materials
and Methods: in vivo, adult male C57BL/6 mice were administered carboplatin at 50 mg/kg
and 100 mg/kg, and total peripheral blood cell counts were performed to determine the
drug's dose-response curve. Following in vitro euthanasia, bone marrow cells were
subjected to long cell culture protocols with the addition of 40 ug/mL of tarine for analysis
of remaining hematopoietic progenitors, in addition to clonogenic assays, phenotypic
analyses, optical microscopy, and cytocentrifugation. Results: Tarina attenuated
carboplatin-induced leukopenia and promoted hematopoietic recovery. Flow cytometry
showed increased density of the granulocytic population and modulation of c-Kit and Sca-
1 expression in the bone marrow compartment, suggesting activation of myeloid
progenitors. The data indicate a potential immunomodulatory effect of the lectin in the
recovery from chemotherapy-induced myelosuppression. Conclusion: Tarina was able to
attenuate leukopenia under myelosuppressive conditions, promote partial preservation of
myeloid progenitors in vivo, with possible direct action on these populations or indirect
action via modulation of the bone marrow microenvironment in vitro, suggesting that
tarina favors hematopoietic recovery, potentially through the induction of factors such as
G-CSF.

Keywords: Colocasia esculenta, lectin, myelosuppression, chemotherapy, carboplatin.
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1. INTRODUCAO

1.1 MEDULA OSSEA

1.1.1 HEMATOPOIESE

O sistema hematopoiético é um conjunto de 6rgdos e tecidos responsdveis pela
producdo continua de células sanguineas e imunoldgicas, realizando funcdes essenciais
como transporte de oxigénio, hemostasia e defesa imunolégica, exigindo um delicado
equilibrio entre autorrenovacao celular, proliferacdo e diferenciacdo terminal. Segundo
BOZHILOV et al. (2023), a hematopoiese gera uma grande variedade de células maduras a
partir de um numero limitado de células-tronco e progenitoras, garantindo a reposicao
constante das populagdes circulantes sem esgotamento do compartimento de células-

tronco.

Em adultos, a hematopoiese ocorre principalmente na medula déssea, um drgao
altamente especializado e funcional. A medula ndo funciona apenas como um local de
producao celular, mas também como um microambiente dinamico onde células
hematopoiéticas interagem continuamente com componentes estromais, endoteliais e
esqueléticos. Segundo LUCAS (2021), essa interacdo é essencial para regular o
comportamento das células-tronco hematopoiéticas e seus progenitores, permitindo

ajustes finos na producdo de células conforme as demandas fisioldgicas ou patoldgicas.

Morfologicamente, a medula 6ssea do camundongo apresenta corddes de tecido
hematopoiético altamente vascularizado, constituido por células estruturais do
microambiente denominadas originalmente por SCHOFIELD (1983) como nicho. Essas
estruturas sdo fundamentais para a manutencao, proliferacdo e diferenciacdo de células-
tronco e progenitoras hematopoéticas, sendo a organizacdo espacial um fator
determinante na regulacdo dessas células. O componente estromal do microambiente da

medula &ssea envolve osteoblastos, fibroblastos, adipdcitos, condrécitos e células



vasculares (figura 1) . As células estromais desempenham papel essencial no suporte a
hematopoiese, mediante a producdao de fatores de crescimento, quimiocinas, matriz

extracelular e interagGes diretas entre células (BIANCO, 201; JACKSON, 2019).

Na medula éssea sao identificados dois principais tipos de nicho: o osteoblastico e
o vascular. O nicho osteoblastico esta situado préximo a superficie endosteal da medula,
tendo sido identificado inicialmente através de pesquisas sobre o direcionamento de
células-tronco hematopoiéticas transplantadas. Os osteoblastos e as células estromais
presentes na medula dssea secretam SDF-1, uma quimiocina responsavel por orientar as
células-tronco hematopoiéticas. Esse nicho propicia um ambiente favoravel a manutencao
do estado de repouso das células-tronco e a sua sobrevivéncia prolongada. Por outro lado,
o nicho vascular encontra-se na regido central da medula éssea (figura 1). As células-tronco
gue ocupam esse espaco tém acesso a fatores circulantes do sangue, o que possibilita sua
mobilizagdo para a circulagdo periférica via migracdo transendotelial (NILSSON, 2001; KIEL,

2005; LUCAS, 2021).
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Figura 1: Osso e nicho hematopoiético. A partir dos seios venosos da medula dssea é encontrado
o nicho hematopoiético. A célula tronco hematopoiética comumente localiza-se perto da regido
endotelial da medula dssea. Os progenitores diferenciam-se em células mais especializadas e
adentram o endotélio alcancar a corrente sanguinea. Células estromais fibroblastdides fornecem
suporte ao nicho. JUNQUEIRA e CARNEIRO (132 edigdo, 2017).

Do ponto de vista funcional, a hematopoiese é organizada hierarquicamente. No apice
dessa hierarquia encontram-se as células-tronco hematopoiéticas (CTHs), caracterizadas
por sua capacidade de autorrenovacdo a longo prazo e de reconstituicdo integral do
sistema hematopoético apds lesdes severas (figura 2). Em condi¢des de homeostase, essas

células permanecem predominantemente em estado de quiescéncia, o que contribui para



a preservacdo de sua integridade funcional ao longo da vida (BOZHILOV et al., 2023;

ROGKOTI et al., 2025).

As CTHs sdo multipotentes e incluem CTHs de longo prazo (LT-CTHs), capazes de
reconstituicdo hematopoiética, e sua progénie imediata de CTHs de curto prazo (ST-CTHs),
gue mantém ampla capacidade de diferenciacdo, porém com perda progressiva do
potencial de autorrenovagdo. Esses progenitores ocupam uma posicao intermediaria na
hierarquia (figura 2) e exercem papel essencial como compartimento amplificador,
permitindo rdpida expansado celular em resposta a situacdes de estresse, como infeccdes,

inflamacao sistémica ou agressdes mielotdxicas (LUCAS, 2021).

Em modelos murinos, as células-tronco hematopoiéticas (CTHs) e progenitoras sao
selecionadas por citometria de fluxo através de uma combinacdo de marcadores de selecdo
de linhagem negativa ( lineage negative ou lin— ) e expressdo positiva de c-KIT e Sca-1 na
superficie celular, resultando em uma populacdo de células denominadas lin- / SCA-1 + /c-
KIT + (LSK). Os marcadores de selecao de linhagem negativa murina incluem CD11b, CD19,
CD3, CD45R e Ly6-G. Menos frequentemente, as CTHs murinas também foram selecionadas
como células CD90 (Thy-1) lo /lin- / SCA-1 + /c-KIT + (ADOLFSSON, JORGEN et al., 2005.
IRVING, WEISSMAN, 2001).

Os marcadores SLAM (molécula de sinalizagao de ativagao de linfocitos), que regulam
a proliferacdo e ativacao de linfocitos e se correlacionam com a primitividade das células
progenitoras, estdo entre os marcadores de receptores de superficie celular mais
comumente usados para diferenciar subpopulacdes de células-tronco hematopoiéticas
murinas (CTHs). O CD150, membro da familia de receptores de superficie celular SLAM, é
usado para diferenciar CTHs, que expressam CD150, de células progenitoras multipotentes
(MPPs). O CD244 é outro marcador SLAM que pode diferenciar CTHs de MPPs, pois ndo é
expresso por CTHs, mas é expresso por algumas MPPs. (KIEL et al., 2005, OGURO et al.,
2013)

Embora as células LSK murinas sejam geralmente definidas pela expressao positiva de
CD150 juntamente com a expressdo negativa do marcador SLAM CD48 (CD150 + /CD48-)

, marcadores de superficie adicionais (incluindo marcadores ndo-SLAM) podem enriquecer
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subconjuntos funcionalmente distintos. Por exemplo, as células-tronco hematopoiéticas de
longo prazo (LT-CTHs) com capacidade de reconstituicdo de multiplas linhagens foram
enriquecidas tanto nos subconjuntos de células CD48- / CD150 + /CD34- /baixo quanto
nos subconjuntos de células CD135- / CD201 +, e as células-tronco hematopoiéticas de
curto prazo (ST-CTHs) metabolicamente ativas podem ser identificadas como células CD48-
/baixo /CD150- / CD135-/ CD201-.

Outros marcadores de superficie que tém sido usados para enriquecer subconjuntos de
células-tronco hematopoiéticas murinas incluem Flk2, o marcador SLAM CD229, CD41,
CD49b e rodamina. A rodamina é o Unico marcador que ndo é uma proteina de superficie
celular, mas sim um corante fluorescente, que tem sido usado com sucesso para
discriminar células-tronco hematopoiéticas quiescentes. (WILSON et al., 2008 ; KENT ET

AL.., 2009 ; OGURO et al., 2013 ; YAMAMOTO et al., 2013 ; MIYAWAKI et al., 2015)

A partir das CTHs emergem os progenitores multipotentes (MPPs), que mantém ampla
capacidade de diferenciacdo, porém com perda progressiva do potencial de
autorrenovacao. Esses progenitores ocupam uma posi¢cdo intermediaria na hierarquia
(figura 2) e exercem papel essencial como compartimento amplificador, permitindo rdpida
expansdo celular em resposta a situacdes de estresse, como infec¢Oes, inflamacdo
sistémica ou agressdes mielotdxicas (LUCAS, 2021). A transicdo de CTHs para MPPs ocorre
a partir de modulacdo por sinais provenientes do microambiente medular. A medida que a
diferenciacdo progride, os progenitores multipotentes originam progenitores
progressivamente mais comprometidos com linhagens especificas, tradicionalmente
agrupados em compartimentos mieloide e linfoide. Esses progenitores apresentam elevada
atividade proliferativa e respondem intensamente a citocinas e fatores de crescimento,
sendo responsaveis pela producao eficiente de células maduras. De acordo com BOZHILOV
et al. (2023), essa etapa da hierarquia garante a geracdo continua de leucdcitos, eritrécitos

e plaguetas, mantendo a funcionalidade do sistema hematopoiético.
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Figura 2: Hierarquia da hematopoiese. A célula tronco hematopoiética possui constante renovacgdo
na medula dssea, diferenciando-se em progenitores mieloides ou linfoides, que sdo altamente
proliferativos. Os progenitores se diferenciam em diferentes tipos de células que ocupam a base da
hierarquia, mais maduras e especializadas, contudo, possuindo proliferacdo limitada e pouco
capacidade de renovacgdo. Biorender (2026)

Apesar dos avang¢os na compreensao dos mecanismos subjacentes a producao
sanguinea, a especificacdo da linhagem no nivel dos progenitores multipotentes (MPPs)
permanece pouco compreendida. As MPPs (células progenitoras multipotentes)
constituem atualmente um compartimento hematopoiético mal definido, e o préprio
termo é usado de forma indiscriminada para se referir a células dentro da fracao LSK que
apresentam capacidade de enxertia limitada ou nula em experimentos de transplante. O
subconjunto de MPPs mais bem caracterizado e abundante é definido como células LSK
FIk2 * e é considerado atualmente uma populagao totalmente multipotente, porém com

viés de linhagem, apresentando baixo potencial megacaridcito/eritroide (MegE) e alto
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potencial linfoide ( ADOLFSSON et al., 2005 ; FORSBERG et al., 2006 ; BOYER et al., 2011 ;
BUZA-VIDAS et al., 2011). De fato, os 25% das células LSK FIk2 * com maior expressdo foram
denominados MPPs com predisposicdo linfoide ou LMPPs (ADOLFSSON et al., 2005 ).
Outros dois subconjuntos de MPP foram descritos na fragao Flk2 = LSK : MPP2, MPP3 e
MPPA4.

Cada subconjunto de MPPs da medula éssea é capaz de produzir linhagens
linfoides, mieloeritroides e megacaridcitos/plaquetas, mas exibe vieses de linhagem (
Pietras et al., 2015 ): MPP2 (LSK_FLT3-CD150+CD48+) e MPP3 (LSK_FLT3-CD150-CD48+)
exibem destino linfoide limitado, MPP2 apresenta viés eritroide e
megacariocitico/plaquetario; MPP3  apresenta viés granulocitico, e MPP4
(LSK_FLT3+CD150-CD48+) apresenta viés linfoide. (ADOLFSSON, 2005, WILSON et al., 2008
OGURO et al., 2013 ; PIETRAS et al., 2015 )

Os progenitores mieloides assumem particular relevancia nesse contexto, originando a
granuldcitos, mondcitos, eritrécitos e megacaridcitos. Entre essas populagdes, os
granuldcitos destacam-se por sua curta vida média e alta demanda de reposigao, exigindo
uma proliferacdo constante na medula dssea. Esses progenitores representam um dos
compartimentos mais sensiveis a agentes citotdxicos, sendo rapidamente depletados em

guadros de mielossupressdo induzida por quimioterapia (TRAVLOS, 2006).

Progenitores linfoides tendem a apresentar maior resisténcia, especialmente quando
associadas a estados de menor atividade proliferativa. Contudo, a recuperacdo apds
mielossupressao depende fundamentalmente da expansao coordenada dos progenitores
intermediarios, em especial daqueles comprometidos com a linhagem mieloide,
responsaveis pela restauracdo da leucocitose e da resposta imune basal (LUCAS, 2021;

ROGKOTI et al., 2025).

A funcionalidade dessa hierarquia celular esta intimamente associada a organizacao

estrutural da medula dssea, que apresenta nichos especializados que regulam o
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comportamento das células hematopoiéticas em diferentes estagios de diferenciacdo. O
conceito de nicho de células-tronco hematopoiéticas foi consolidado a partir da observagao
de que a manutencado da quiescéncia, da autorrenovacao e da ativacao controlada das CTHs
depende de interagdes especificas com células estromais e endoteliais localizadas em

diferentes regiées da medula (TRAVLOS, 2006).

Estudos mais recentes descrevem a existéncia de nichos arteriolares e sinusoidais,
associados a diferentes estados funcionais das células hematopoiéticas. Enquanto nichos
mais proximos as superficies dsseas tendem a abrigar CTHs quiescentes, regides sinusoidais
centrais favorecem a ativacdo de progenitores e a diferenciacdo terminal, facilitando a
liberacdo de células maduras para a circulacao periférica (ROGKOTI et al., 2025). Essa
organizacdo espacial permite que a medula éssea responda de forma eficiente a alteracdes

sistémicas.

Além das células hematopoiéticas, componentes ndao hematopoiéticos exercem papel
fundamental na manutencdo da integridade do nicho. Células estromais mesenquimais,
células endoteliais e popula¢Ges esqueléticas contribuem para a regulacdo mecanica,
metabdlica e molecular do microambiente medular. (JEFFERY et al., 2022) demonstram que
células-tronco e progenitoras esqueléticas participam ativamente da manutencdo da
arquitetura dssea e influenciam indiretamente a funcao hematopoiética, reforcando a

interdependéncia entre o compartimento dsseo e a hematopoiese.

Assim, a hematopoiese pode ser compreendida como um processo hierarquico,
espacialmente organizado e altamente dependente da integridade do microambiente
medular. Em situacOes de agressdo quimioterdpica, a ruptura dessa organizacdo afeta de
maneira desproporcional os progenitores altamente proliferativos, especialmente aqueles
associados a linhagem mieloide. A recuperacgao funcional da medula déssea, portanto, ndo
depende exclusivamente da sobrevivéncia das CTHs, mas da capacidade de reativacdo e
expansao dos progenitores intermedidrios em um nicho estruturalmente e funcionalmente

restaurado (LUCAS, 2021; ROGKOTI et al., 2025).



1.1.2 MIELOSSUPRESSAO

O tecido hematopoiético apresenta uma grande capacidade proliferativa e esta sujeito
a elevada toxicidade causada pelos quimioterapicos e pela radioterapia (GRIBALDO, 2002).
A quimioterapia antineopldsica, que consiste na administracdo de agentes quimicos
isolados ou em combinacdo, representa uma das principais abordagens terapéuticas no
tratamento de neoplasias malignas. Esses farmacos atuam de forma sistémica em nivel
celular, principalmente nas células em divisdao ativa, interferindo nos processos de
crescimento e proliferacdo, afetando tanto células neopldsicas quanto células normais.
Frequentemente, a quimioterapia é utilizada como complemento ao tratamento cirurgico,
potencializando o efeito terapéutico, reduzindo taxas de recorréncia e aumentando a
sobrevida do paciente (CARLSON, 1996; HAN, 2019). Em geral, os quimioterapicos
apresentam toxicidade elevada em tecidos de radpida proliferacao celular, caracterizados
por ciclos celulares curtos, e assim afetando tanto as células neoplasicas quanto as células
normais. A resposta terapéutica da quimioterapia é mais satisfatéria quando empregados

precocemente, devido ao crescimento exponencial tumoral.

A mielotoxicidade dessas terapias afeta diretamente a maturacao e proliferacdao das
células hematopoiéticas e progenitoras e indiretamente as células estromais do
microambiente medular, assim como pode alterar a expressao de fatores de crescimento
hematopoiético ocasionando uma mielossupressao importante (TESTA et al., 1988).

A mielossupressdao é uma toxicidade dose-limitante importante de diversas drogas
antineoplasicas, em especial da carboplatina que apresenta uma elevada mielotoxicidade
com neutropenia e trombocitopenia graves (CALVERT et al., 1982). E considerada
resultante de danos citotdxicos as células-tronco e progenitores hematopoiéticos,
manifestando condi¢cdes como a citopenia, trombocitopenia, linfocitopenia e neutropenia,
afetando significativamente o esquema terapéutico de tratamentos para o cancer e

impactando negativamente a qualidade de vida dos pacientes (ZHU et al., 2025).

A maioria dos agentes quimioterapicos pode causar mielossupressao de forma dose-
dependente. Os quimioterapicos podem ser divididos em duas classes dependendo de sua
origem. Podem ser derivados de plantas (KIKUCHI, 2019; LICHOTA, 2018) ou de origem
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sintética (PENG, 2020). Dependendo do mecanismo de acdo, podem ser divididos em
agentes alquilantes, antimetabdlitos, inibidores da topoisomerase, inibidores do fuso
mitotico e outros.

Os agentes alquilantes incluem as oxazafosforinas (ciclofosfamida e ifosfamida);
mostardas nitrogenadas (busulfano, clorambucil e melfalano); hidrazina (temozolomida);
agentes a base de platina (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) (BUKOWSKI , 2020) e
novos agentes alquilantes do tipo OFF-ON, ainda em investigacdo, como a
vinilquinazolinona (VQ) (ONIZUKA, 2019). Os quimioterapicos pertencentes a esta classe de
moléculas criam liga¢gGes cruzadas inter ou intra-cadeia ou transferem grupos alquila para
os residuos de guanina do DNA, o que resulta na formacdo de pares incorretos nas bases
do DNA e impede a separacdo das cadeias durante a sintese do DNA (LE, 2017;
NUSSBAUMER, 2011; ONIZUKA 2019).

Estima-se que cerca de 60% dos pacientes que realizam quimioterapias sdo
significativamente mielossuprimidos, acarretando na redu¢ao da dose ideal ou interrupcao
do tratamento, prejudicando as chances de reversdao do quadro clinico. Além disso, a
citopenia pode acometer até 81% dos pacientes que realizam monoterapias com
carboplatina ou cisplatina, e pode impedir que os pacientes sejam submetidos a

procedimentos criticos que podem salvar suas vidas (ALYAMANY et al., 2024).

Os efeitos adversos observados decorrem da falta de especificidade dos farmacos
para células tumorais, prevalecendo em tecidos de divisdao celular acelerada, como o
hematopoiético. Complicacbes, como mielossupressdo, frequentes apds o uso de
guimioterdpicos, resultam na reducdo dos niveis periféricos de leucécitos, granulécitos,
plaguetas e hemoglobina, podendo induzir quadros anémicos (LU, 2015; HOSSAIN, 2023).
Dessa forma, é fundamental o monitoramento rigoroso do intervalo entre a administracao
dos farmacos e o nadir hematoldgico. Antes de cada novo ciclo, é imprescindivel assegurar
a recuperacdo medular com producdo adequada de plaquetas, leucdcitos e eritrdcitos. A
literatura descreve de forma consistente os principais efeitos adversos da quimioterapia,
destacando-se a neutropenia e a neutropenia febril como eventos criticos durante os ciclos

terapéuticos. As alteragdes hematoldégicas, sobretudo em relagao a contagem de leucdcitos
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(GB) e de hemoglobina (HB), contribuem para o desenvolvimento de mielossupressdo ou

mielotoxicidade (KISHIDA, 2009) HOSSAIN, 2023).

Interrup¢Ges mesmo que tempordrias em quimioterapias ja foram associadas ao
aumento do risco de mortalidade, sobretudo em cancer de ovério (OLAWAIYE et al.(2019)
e colorretal (ZHANG ET.al (2023), além de uma alta taxa de progressdo do cancer de mama
(ZHU et al., 2025). Portanto, a mielossupressao constitui um importante fator a ser avaliado
durante terapias antitumorais assim como possiveis fatores de risco e terapias adjuvantes
que amenizem o impacto da supressdo, melhorando a eficacia do tratamento

quimioterdpico e devolvendo qualidade de vida aos pacientes.

Tratamentos quimioterapicos promovem danos ao DNA através de quebras na
dupla hélice, estresse oxidativo e ligacdes cruzadas que formam subprodutos, como os
adutos formados pela carboplatina. Em consequéncia, vias de resposta ao dano sao
ativadas, incluindo a sinalizacdo mediada pela p53 (proteina supressora tumoral p53) e
modula¢cdo de checkpoints do ciclo celular, incorrendo na apoptose; interrup¢dao da
proliferacdo e senescéncia dos progenitores hematopoiéticos, induzindo a neutropenia,

anemia e trombocitopenia.

Além do dano associado aos progenitores, terapias quimioterapicas sdo capazes de
remodelar o nicho hematopoiético. O estresse sistémico promove alteracdo dos sinais
troficos e inflamatdrios, desequilibrando a dinamica de quiescéncia e ativagao celular, além
de contribuir para um ambiente pré-inflamatério repleto de citocinas como IL-6, TNF-a e
interferons, que influenciam diretamente o comportamento das CTHs e progenitores. O
estado inflamatédrio sistémico contribui para a reentrada de CTHs no ciclo celular, com
expansao transitoria do compartimento progenitor como tentativa de compensac¢do ao
dano causado, no entanto, essa ativacdo forcada pode comprometer a funcao de longo
prazo das CTHs, favorecendo o viés mieloide e induzindo alteracdes epigenéticas

persistentes (LAURENTI E GOTTGENS, 2018).

Fatores de crescimento hematopoiético sdo citocinas responsaveis pela regulacdo

da proliferagao, diferenciagdo e viabilidade das células sanguineas e suas precursoras. O
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fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF) atua como regulador central da
recuperacao neutrofilica, promovendo expansdo de progenitores granulociticos ao passo
gue acelera a maturacdo e liberacdo de neutrdfilos; enquanto o fator estimulador de
colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) contribui para a expansdo inicial de
progenitores e para a reprogramacdo transitéria da medula dssea em direcdo a maior
producdo mieloide (MANZ E BOETTCHER, 2014). Nesse sentido, emergem pesquisas
voltadas a busca de terapias adjuvantes associadas a esquemas quimioterapicos, utilizando
fator estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF), o fator estimulador de colonias de
granulécitos/macréfagos (GM-CSF) ou a eritropoietina (EPO) (DEMPKE, 2000) e agonistas
do receptor de trombopoietina (TPO-RAs (ALYAMANY et al., 2024). Esses FCHs tém a
capacidade de promover a recuperacdo da fungdo hematopoiética da medula dssea,
principalmente estimulando a proliferacdo e a diferenciacdo de células progenitoras

hematopoiéticas (CPHs)

Embora promissoras, essas terapias apresentam uma série de efeitos colaterais
como trombose, dor dssea, recaida da doenca e pneumonite (ALYAMANY et al., 2024),
exigindo cautela no uso e investigacdo mais profunda acerca dos impactos e fatores de
risco associados. Nesse sentido, emergem estudos considerando terapias alternativas ao

dano com menor risco associado, sobretudo nos ultimos anos.

1.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS COMPOSTOS DE PLATINA

A descoberta da atividade antitumoral dos compostos de platina remonta ao inicio
da década de 1960, a partir dos estudos conduzidos por Barnett Rosenberg na University
of Michigan, estabelecendo as bases para o desenvolvimento clinico da cisplatina e,
posteriormente, de seus derivados, como a carboplatina, consolidada como a segunda
geracao de compostos derivados e a oxiplatina, de terceira geracdo. (ZHANG ET. al, 2022;

FUERTES ET. Al, 2003).

Desde entdo, os compostos de platina ocupam posicdo central no tratamento de
diferentes tipos de canceres, sendo a carboplatina um dos principais agentes utilizados,

indicada especialmente para cancer de testiculo, ovario, cabeca e pescoco, além do
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carcinoma de carcinoma de pequenas células do pulmao (CPCP) (SZEFLER et al,.2021). No
contexto do cancer de ovario epitelial avancado, a carboplatina, em associacdo ao
paclitaxel, constitui regime padrdo de primeira linha terapéutica, conforme recomendado
por diretrizes internacionais como a European Society for Medical Oncology e a National
Comprehensive Cancer Network (COLOMBO et al., 2019; NCCN, 2024). De forma
semelhante, em carcinoma de carcinoma de pequenas células do pulmdo em estagio
extenso, esquemas baseados em carboplatina configuram tratamento inicial amplamente

estabelecido (HORN et al., 2018).

A carboplatina (1,1-ciclobutanodicarboxilato de platina) consiste em um agente
guimioterdpico de segunda geracdo, amplamente empregado no tratamento de neoplasias
sélidas, integrando o grupo dos compostos de platina utilizados na terapéutica
antineopldsica, cuja atividade citotéxica decorre da capacidade de interagir com o DNA
celular, promovendo a formacgdo de adutos intra e intercadeias, culminando em bloqueio
replicativo, ativacdo de vias de resposta ao dano ao DNA e inducdo de morte celular

(SZEFLER et al.,2021).

Atualmente, o grupo farmacoldgico de compostos da platina compreende, além da
prépria carboplatina, a cisplatina e a oxaliplatina, fdrmacos que compartilham mecanismo
de acdo semelhante, baseado na formacado de ligacdes covalentes com o DNA, embora
apresentem diferencas estruturais que se refletem em perfis distintos de reatividade
quimica e toxicidade sistémica (SZEFLER et al., 2021; SOUSA, et al., 2021). A carboplatina é
considerada um derivado estrutural da cisplatina (imagem 3), mantendo mecanismo
citotoxico similar, porém caracterizando-se por menor reatividade quimica e,
consequentemente, por perfil de efeitos adversos mais favoravel, especialmente no que se
refere a nefrotoxicidade. Em virtude de sua menor reatividade, doses mais elevadas sao
necessarias para atingir eficacia terapéutica equivalente, o que influencia diretamente seu
potencial mielossupressor e a limitacdo de dose em protocolos clinicos (ZHANG et al.,

2022).
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Figura 3: Estrutura quimica da carboplatina e cisplatina. A carboplatina é considerada um
composto de segunda geracdo derivado da cisplatina, portanto, apresenta estrutura quimica
semelhante. Adaptado de SOUSA et al.,2021.

A determinacao da dose de carboplatina na pratica clinica é realizada por meio da
férmula de Calvert, sendo uma relagdo entre a drea sob a curva plasmatica desejada (AUC)
e a taxa de filtracdo glomerular do paciente, permitindo o ajuste individualizado da
exposicdo sistémica ao farmaco (CALVERT et al., 1989). Em protocolos clinicos, valores de
AUC entre 4 e 7 mg/mL sdo comumente empregados, variando conforme o esquema
terapéutico e o contexto da doenca (ONCOLOGY NURSING SOCIETY, 2026). Em modelos
experimentais murinos, por sua vez, a determinacdo da dose ndo se baseia na AUC
individualizada, mas sim em escalonamento por peso corporal, sendo frequentemente
utilizadas doses entre 30 e 100 mg/kg, administradas em dose Unica ou fracionadas,
dependendo do objetivo experimental e do grau de mielossupressdo desejado (KHOLINA

Et et al., 2025; AHARINEJAD et al., 2002).

A carboplatina, em sua forma nativa, ndo interage diretamente com bases
nitrogenadas do DNA ou com outras biomoléculas intracelulares enquanto permanece
estruturalmente intacta. Para exercer sua atividade citotdxica, é necessario atravessar a
membrana plasmatica, processo no qual participa, entre outros mecanismos, o
transportador de cobre de alta afinidade CTR1 (figura 4), reconhecido por mediar a

internalizacdo de compostos de platina (LARSON et al., 2009; SZEFLER' et al., 2021). Uma
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vez no meio intracelular, a molécula sofre hidrélise do grupo 1,1-ciclobutanodicarboxilato,
etapa essencial para sua ativagcdo quimica e subsequente aquisicao de reatividade bioldgica

(SZEFLER et al., 2021).

A decomposicao da carboplatina em meio aquoso ocorre através da abertura do
anel dicarboxilato, seguida pela dissociacdo progressiva do ligante malonato, culminando
na formacao de espécies carregadas positivamente. A ruptura das liga¢cdes entre o 4&tomo
de platina e os atomos de oxigénio promove a formacdo de um complexo monocarregado,
o qual, na presenca de dgua, sofre novas etapas de hidrdlise, resultando na formacao do
complexo di-aqua [(NHs):Pt(H,0);]**, estruturalmente andlogo a formas ativadas da
cisplatina. Subsequentemente, processos de desprotonacdo originam a espécie di-
hidroxilada (NH3),Pt(OH),, que pode ainda sofrer desidroxilagdo parcial, gerando
intermediarios altamente eletrofilicos, como [Pt(NHs),(OH)]* (SHABALIN et al., 2015;
SZEFLER et al., 2021).

Espécies reativas, dotadas de maior afinidade por sitios nucleofilicos, passam a
interagir covalentemente com macromoléculas intracelulares, incluindo DNA, RNA e
proteinas, promovendo a formacdo de adutos de platina (figura 4). No DNA, a ligacdo
ocorre predominantemente no sitio N7 das bases puricas, especialmente guanina,
resultando na formacao de ligagBes intra e intercadeias, bem como em complexos DNA-
proteina, alteracdes estruturais que comprometem a progressao da forquilha replicativa,
ativam vias de resposta ao dano gendmico e culminam na indu¢do de morte celular (figura

4) (SARMAH E ROY, 2014).
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Figura 4: Via de a¢ao da carboplatina. A carboplatina adentra a célula através do transporte ativo
por transportadores de cobre ou difusdo passiva, sofrendo uma hidrdlise e assim penetrando o
nucleo da célula, onde formara ligagbes cruzadas com o DNA, formando adutos que causam a
apoptose e interrupgao do ciclo celular. Biorender (modificado, 2025).

A mielossupressao representa a principal toxicidade limitante da dose no uso clinico
da carboplatina, sendo geralmente transitéria. Esse evento advém do efeito citotdxico
direto exercido pela droga sobre células-tronco e progenitores hematopoéticos da medula
dssea, os quais, devido a alta taxa proliferativa, apresentam maior vulnerabilidade ao dano
causado pelos adutos de platina no DNA.(WANG et al., 2006) A formacdo de ligacGes
cruzadas intercadeias e a ativacdo subsequente de vias de resposta ao dano genémico
culminam na interrup¢do do ciclo celular e na indug¢do de morte celular programada nessas
populagdes imaturas, resultando na reducdo transitéria ou prolongada das linhagens
hematopoéticas maduras, particularmente neutrofilos, plaquetas e linfécitos (WANG et al.,

2006; RABIK E DOLAN, 2007).

Clinicamente, essa supressdao manifesta-se como neutropenia, trombocitopenia e
anemia, configurando um evento significativo, o que pode levar a reducdo de dose, atraso
de ciclos ou interrupg¢do do tratamento, comprometendo a intensidade de dose planejada

e, potencialmente, a eficacia terapéutica (ZHU et al., 2025). Em protocolos que utilizam
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carboplatina como agente de primeira linha, especialmente em neoplasias como cancer de
ovdrio avanc¢ado e carcinoma de pequenas células do pulmao (COLOMBO et al., 2019;
HORN et al., 2018), a mielossupressdo permanece como fator limitante central, podendo
alcangar incidéncias elevadas de citopenias em monoterapia, conforme descrito por

ALYAMANY et al., (2024).

Além da toxicidade hematoldgica, a carboplatina apresenta perfil de efeitos
adversos relativamente mais favoravel quando comparada a cisplatina, com menor
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, embora a mielossupressdo, particularmente a
trombocitopenia, ainda se mantenha como a complicagao mais frequente e clinicamente

impactante (ALYAMANY et al., 2024).

Nesse contexto, produtos naturais emergem como potenciais terapias adjuvantes,
apresentando propriedades antioxidantes, imunomodulatérias e capacidade de estimular
a proliferagdao e diferenciacdo de CTHs em MPPs, contribuindo diretamente para a
recuperacdo hematopoética apds danos causados por terapias mielossupressoras (NIAN et
al., 2024) Diferentemente dos fatores de crescimento classicos, que atuam de forma mais
direcionada em linhagens especificas (como G-CSF na granulopoiese), os compostos
naturais demonstram capacidade de interacdo com o microambiente hematopoético,
promovendo a expansao celular, e modulagdao do nicho, além de vias de sinalizacdo
associadas a sobrevivéncia e autorrenovacdo das CTHs (NIAN et al., 2024; ZHANG et al.,
2018). Esse efeito sistémico possui grande relevancia considerando o contexto de
mielossupressao induzida por quimioterapia, onde multiplas linhagens e mecanismos estdo

simultaneamente comprometidos.

Além disso, evidéncias experimentais e clinicas indicam que produtos naturais
podem atenuar diretamente os efeitos adversos associados as terapias antitumorais,
incluindo a mielossupressao, por meio da reducdo do estresse oxidativo, da inflamacdo e
da regulacdo de citocinas e vias intracelulares (NIAN et al., 2024; ZHANG et al., 2018).
Compostos bioativos derivados de plantas, como flavonoides, saponinas e polissacarideos,
demonstram capacidade de restaurar a celularidade da medula déssea, aumentar a
contagem de células sanguineas periféricas e favorecer a recuperacdo funcional do sistema

hematopoético, inclusive em modelos tratados com agentes alquilantes como a
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ciclofosfamida (NIAN et al., 2024; ZHANG et al., 2018). Além disso, estudos recentes
sugerem que formulagdes a base de produtos naturais podem reduzir a incidéncia e a
gravidade da mielossupressao, permitindo a manutencao da dose e do regime terapéutico,
0 que representa um impacto clinico relevante quando comparado as limitagGes associadas
ao uso isolado de fatores de crescimento (NIAN et al., 2024). Dessa forma, o uso de

produtos naturais como adjuvantes se insere como uma estratégia promissora.

Nesse cendrio, a lectina tarina, isolada de Colocasia esculenta, destaca-se como
uma molécula com potencial imunomodulador, capaz de interagir com glicanos presentes
em células hematopoéticas e induzir atividade proliferativa no compartimento medular,
em especial na recuperacao de células hematopoiéticas apds tratamentos agressivos como
a mielossupressdo causada por ciclofosfamida e radioterapia (PEREIRA et al., 2024, 2015,

2021; MERIDA et al., 2018)

1.3 COLOCASIA ESCULENTA

Colocasia esculenta (L.) Schott, popularmente conhecida como taro, pertence a
familia Araceae e é descrita como uma espécie de crescimento vigoroso, frequentemente
encontrada em regifes tropicais Umidas, margens de rios e areas alagadicas (NAIR et al.,
2005). Para evitar confusGes entre plantas similares, a Colocasia esculenta frequentemente
é chamada de taro pela comunidade cientifica, mas é popularmente conhecida por outros
nomes dependendo da regido de cultivo, como eddoe, cocoyam, tannia, dasheen (Lim,
2015), sendo frequentemente associada aos nomes inhame e taioba no Brasil (SAKURAGUI

etal., 2026).

Trata-se de uma planta caracterizada por folhas em formato de flecha e peciolos
gue podem apresentar coloracdo verde a avermelhada-escura, atingindo alguns metros de
altura, a depender das condicdes edafoclimaticas (NAIR et al., 2005). Historicamente, o
cultivo de Colocasia esculenta remonta a mais de 10.000 anos, sendo considerada uma das
culturas alimentares mais antigas, paralelamente ao trigo e a cevada, o que evidencia sua

relevancia agronémica e nutricional ao longo da histdria (LEE et al., 2011).
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O taro apresenta folhas amplas, cordiformes, com peciolos longos e sistema
radicular fibroso associado ao cormo central e aos cormelos laterais (figura 5). O cultivo é
favorecido em solos Umidos, ricos em matéria organica, com boa disponibilidade hidrica,
sendo comum tanto em sistemas alagados quanto em cultivo de sequeiro, a depender da
variedade. A plasticidade fisioldgica da espécie contribui para sua adaptacdo a diferentes
condig¢des climaticas, fator que explica sua ampla distribuicdo geografica (PEREIRA et al.,

2020)

Colocasia esculenta
Familia Araceae - estrutura

Folhas

Peciolo

Inflorescéncia

Fibras

corte transversal | Raizes

Cormo

Figura 5: Caracterizagdo do taro (Colocasia esculenta). Biorender (2026).

A Colocasia esculenta é amplamente cultivada em paises da Asia, Oceania e Caribe,
incluindo Japdo (particularmente Okinawa), Filipinas, Indonésia, Sri Lanka e Fiji, além de ter
sido introduzida nos Estados Unidos como alternativa a batata, em virtude de seu valor
nutricional e teor proteico (ANIYA et al., 2002; LEE et al., 2011). Contudo, ainda é associada
ao cultivo de subsisténcia, sendo majoritariamente cultivada por pequenos produtores e

negligenciada em grandes centros urbanos (ABELE, 2004)
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Sua adaptabilidade a ambientes Umidos e solos ricos em matéria organica favorece
o desenvolvimento do cormo subterraneo, estrutura de reserva que concentra elevado
teor de amido e constitui a principal fragdo utilizada para consumo humano. Os cormos
representam o principal érgao de interesse econémico da cultura, ndo apenas pelo valor
energético, mas pela complexidade estrutural e bioquimica que os caracteriza (PEREIRA et

al., 2020).

Culturalmente, o taro é considerado sagrado em regides como Havai, Malanésia, e
Micronésia, onde todas as partes sdo consumidas diariamente (DA SILVA, 2011),
entretanto, convencionalmente os cormos sdo considerados a parte comestivel, sobretudo
no Brasil. Algumas espécies podem conter componentes considerados nocivos no taro cru,
como o oxalato de cdlcio, portanto o consumo do taro é preferencialmente cozido. Pode
ser consumido a partir de diversas preparacdes e o cozimento ndo afeta significativamente
seu valor nutricional, sendo livre de gluten e gorduras, considerado uma opg¢do benéfica
para pessoas em dietas restritivas e alérgicas enquanto o amido presente nos cormos pode
contribuir para reduzir o risco de diabetes tipo I, controle do nivel glicémico e obesidade

(SIMSEK, 2012; PEREIRA et al., 2020; TAN et al., 2025).

Muitos componentes bioativos ja foram relatados no taro, especialmente
associados a acdo terapéutica. O taro é considerado como um remédio natural na medicina
traicional popular, sendo utilizado para tratar e prevenir doencas ao longo do tempo. As
bioatividades encontradas nos tubérculos de inhame incluem ag¢do antitumoral,
imunomoduladora, antimutagénica, anti-hiperglicémica, anti-hipercolesterolémica e
antioxidante, que tém sido atribuidas principalmente aos seus polifendis, proteinas,
mucilagem,polissacarideos, lipidios e antioxidantes ndo polifendlicos. (PEREIRA et al., 2020;

TAN et al., 2025)

Muitos desses principios bioativos ja foram identificados e testados
individualmente, demonstrando o potencial terapéutico do taro. As moléculas bioativas
identificadas no taro incluem tarina, polissacarideo taro-4-I, polissacarideos de inhame 1 e
2 (TPS-1/TPS-2), inibidores de a-amilase A-1/B-2, monogalactosildiacilgliceréis (MGDGs) e
digalactosildiacilgliceréis (DGDGs). Em conjunto, esses dados indicam claramente que os

efeitos bioldgicos exercidos pelo taro sdo possivelmente um efeito sinérgico de multiplos
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compostos que demonstram eficdcia ndo apenas contra diversas linhagens de células
cancerigenas, mas também contra alguns dos principais fatores de risco externos para o
cancer, como radicais livres, agentes mutagénicos e carcinogénicos e condicdes

fisiopatoldgicas como obesidade e diabetes tipo Il (TAN et al., 2025).

O extrato bruto dos cormos de Colocasia esculenta apresenta quatro proteinas
principais quando analisado por SDS-PAGE, das quais duas sdo albuminas (Al e A2) e as
duas outras sdo globulinas (G1 e G2) (HIRAI et al., 1993). As duas globulinas e uma das
albuminas ja foram caracterizadas. A globulina da familia G1 representa cerca de 40% do
total de proteinas soltveis do cormo e, é composta por um grande numero de isoformas

de 12,5 kDa com pontos isoelétricos variando de 5,5 a > 9,5 (Carneiro e Rodrigues., 1990;

DE CASTRO et al., 1992, MONTE-NESHICH et al., 1995).

1.3.1 TARINA

A tarina é uma lectina pertencente a familia das lectinas relacionadas a Galanthus
nivalis agglutinin (GNA), purificada a partir do extrato bruto dos cormos de Colocasia
esculenta. A tarina corresponde a globulina G1, representando aproximadamente 40% das
proteinas soluveis totais. A proteina é codificada pelo gene tarl, sendo sintetizada como
um protbmero de aproximadamente 27-28 kDa, posteriormente clivado pds-
traducionalmente em duas cadeias ndo idénticas (figura 6), que constituem sua forma
funcional, bandas identificadas na andlise das sequéncias de aminoacidos pertencente a

Colocasia esculenta . (BEZERRA et al., 1995; de CASTRO et al., 1992; PEREIRA et al., 2021).

Cada monOGmero apresenta um sitio de ligacdo a carboidratos contendo uma
sequéncia tipica das lectinas da familia GNA. Contudo, a tarina distingue-se por apresentar
uma regido expandida de reconhecimento glicanico, permitindo interagcdo ndo apenas com
oligomanoses simples, mas também com N-glicanos complexos e de alto teor de manose

(PEREIRA et al., 2015; MATTOS et al., 2021).
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A Chain : B Chain

A Chain

Figura 6: Representacao cristalografica da organiza¢ao tetramérica da tarina (~47 kDa), composta
por dois heterodimeros idénticos. Cada heterodimero é formado pelas cadeias A (~11,9 kDa) e B
(~12,7 kDa), originadas a partir do processamento proteolitico do precursor codificado pelo gene
tarl. (PEREIRA et al., 2017)

Purificada com sucesso em coluna de cromatografia de afinidade, em uma matriz
Cibacron Blue, com grau de pureza acima de 90%, a tarina foi estruturalmente
caracterizada e estudada quanto a sua afinidade por carboidratos. Sabe-se que extratos
aquosos de taro contém quatro proteinas principais, sendo duas classificadas como
albuminas (A1 e A2) e outras duas como globulinas (G1 e G2), como é o caso da tarina.

A andlise estrutural cristalografica demonstrou que a tarina apresenta alta
estabilidade conformacional, mantendo sua funcionalidade em diferentes valores de pH e
diferentes temperaturas (PEREIRA et al., 2018). O purificado analisado é constituido por
diversas isoformas com a mesma massa molecular onde pelo menos 10 delas foram
identificadas, com pontos isoelétricos variando de 5,5 a 9,5.

A tarina também revelou ser uma glicoproteina contendo 2-3% de glicosilagao.
Estudos sobre a especificidade desta proteina pela técnica de glycan microarray mostraram
gue ela é capaz de ligar a N-glicanas complexas e com alto teor de manose (PEREIRA et al.,

2014 e 2015). Essa arquitetura estrutural associada a especificidade por N glicanos
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complexos possibilita a atividade bioldgica, incluindo interacdo com glicoconjugados
expressos em células tumorais, células hematopoéticas e patégenos (PEREIRA et al., 2015
e 2021).

Os cormos de C. esculenta funcionam como érgaos de armazenamento de amido,
proteinas e metabdlitos bioativos. Nesse contexto, a tarina integra o repertério de
proteinas de defesa acumuladas nesse tecido de reserva, desempenhando papel primario
na protecdo contra fitopatdgenos e insetos, também apresentando propriedades

farmacoldgicas relevantes (PEREIRA et al., 2021; MERIDA et al., 2018).

A tarina apresenta um amplo espectro de bioatividades terapéuticas descritas in
vitro e in vivo, incluindo efeitos antitumorais e antivirais. Estudos demonstram que a lectina
é capaz de reduzir a proliferacdo de células tumorais murinas e humanas, além de inibir a
colonizacdo pulmonar em modelos experimentais (MERIDA et al., 2018; PEREIRA et al.,
2015). Adicionalmente, foram descritas atividades antivirais associadas a sua interacdo
com glicanos de envelope viral, evidenciando potencial inibitério em diferentes modelos

experimentais (PEREIRA et al., 2021).

No contexto hematopoético, a tarina demonstrou capacidade de estimular a
proliferacdo de células esplénicas e da medula éssea, bem como induzir a proliferacdo e
diferenciacdo da linhagem granulocitica, tanto in vitro quanto in vivo, acelerando a
recuperacdo medular em modelos de imunossupressdo induzida por ciclofosfamida
(PEREIRA et al., 2014, 2015; MERIDA et al., 2018). Esse efeito parece estar relacionado a
sua ligacdo a N-glicanos em células progenitoras hematopoéticas, com consequente
ativacdo de vias de sinalizacdo envolvidas na proliferacao e diferencia¢ao celular, sugerindo
potencial aplicacdo como agente adjuvante em contextos de mielotoxicidade induzida por

quimioterapia (PEREIRA et al., 2015; MERIDA et al., 2018).

Além disso, diferentemente de agentes estimuladores classicos da hematopoiese,
a tarina potencialmente é capaz de modular multiplas linhagens celulares
simultaneamente, promovendo recuperacdo global do compartimento hematopoético

sem apresentar citotoxicidade associada (MATTOS et al., 2021).
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Com base nos resultados obtidos pelo nosso grupo até presente momento, pode-se
inferir que a administracao de tarina em camundongos mielossuprimidos pode proteger
progenitores hematopoiéticos, principalmente de linhagens granulociticas, antecipando
proliferacdo, diferenciacdo e consequente repovoamento da medula dssea e liberagao de
novos leucdcitos para sangue periférico (PEREIRA et al., 2014, 2015; MERIDA et al., 2018).
Considerando que muitos agentes quimioterdpicos podem causar mielossupressao, e que
muitos dos pacientes sofrem de reagbes adversas a fatores de crescimento que podem
interromper o esquema terapéutico, a tarina pode ser considerado como uma molécula

adjuvante imunomoduladora promissora em regimes quimioterdpicos.

Embora os resultados até aqui apresentados tenham sido obtidos em modelo murino
através de avaliacGes in vitro, in vivo e ex vivo, sao relevantes e devem ser avaliados como
potencial adjuvante na estimulacdo da medula dssea. O presente estudo é de grande
importancia para aplicagao da lectina do taro na area médica como uma alternativa no
tratamento de pacientes com imunodeficiéncia da medula dssea decorrente de condi¢cdes

patoldgicas e ou em tratamentos terapéuticos das doencas neoplasicas
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2. OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar do efeito de uma lectina do taro (Colocasia esculenta) na recuperacdo da

mielossupressao de camundongos induzida por administragao de carboplatina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a curva dose-resposta na mielossupressdao de camundongos induzida pela
carboplating;

e Avaliar as alteracdes hematoldgicas de camundongos mielossupridos pela
carboplatina tratados com tarina;

e Avaliar in vivo e in vitro o efeito da lectina tarina sobre progenitores
hematopoiéticos remanescentes da medula 6ssea de animais mielossuprimidos por

carboplatina;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 TARO E PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO DA COLOCASIA ESCULENTA

A obtencdo do extrato bruto de Colocasia esculenta foi através da extracdo das
proteinas do taro, que foi realizada por uma modificagdo do protocolo descrito por ROY et
al., (2002), onde 50 g do taro foram homogeneizadas juntamente com uma solucdo de
cloreto de sddio (NaCl) 0,2 M e 1 g/L de acido ascérbico (10 mL/g de peso), com pH 7,0.
Ap0s isso o homogeneizado foi centrifugado (3000 xg por 10 minutos) e foi realizada a
coleta do sobrenadante, que, posteriormente, foi filtrado com gaze. Apds essa etapa, foi
adicionado cloreto de calcio (CaCl,) a 20 mM, onde foi ajustado o pH para 9,0, a solugdo foi
estocada overnight a 8°C. A solucdo foi centrifugada, a seguir o overnight, a 3000 xg por 10
minutos, onde foi coletado o sobrenadante e o pH reajustado para 4,0, onde,
imediatamente, apds, foi realizada a centrifugacdo a 3000 xg por 10 minutos e o
sobrenadante foi estocado novamente overnight em banho de gelo. O pH foi ajustado para
7,5 e o precipitado foi removido através da centrifugacdo a 9000 xg por 20 minutos. O
extrato bruto foi aliquotado e estocado a -20°C para posterior purificacdo da lectina tarina

e analise da concentragdo de proteinas. (ROY et al., 2002)

3.2 PURIFICAGAO DA TARINA

Fracdes do extrato bruto foram diluidas em tampao Tris-HCL 20mM na proporc¢ao
1:1, sendo filtradas e adicionadas a uma coluna cromatografica (1,6 x 20 cm) contendo a
matriz Cibacron Blue 3GA (Sigma-Aldrich Co, MO, USA), acoplada a uma bomba peristaltica
a um coletor, previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 10 mM, pH 7,5. A proteina
adsorvida na coluna foi eluida com TRIS HCL 10mM + NaCl 0,4M em fragdes a 2mL/min no
coletor e posteriormente liofilizada. A absorbancia das fragcdes obtidas foi determinada em
espectrofotdmetro com filtro para 280nm.

Para os experimentos, foi estabelecido que a tarina liofilizada seria pesada e

veiculada em tampao TRIS ou salina fisiolégica para experimentos in vivo e meio RPMI-1640
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para cultivo celular, em propor¢do de 1mg/mL. A quantificacdo de proteinas no extrato
bruto e nas fragdes eluidas da coluna foi realizada pelo método descrito por Lowry et al.,
(1951). As amostras proteicas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 12,5%, conforme descrito por LAEMMLI
(1970).
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Figura 7: Protocolo de purificagdo realizado. Produzido pela prépria autora (2025).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos, adultos da linhagem C57BL/6, com 8 a 12
semanas de idade com peso entre 25 a 30g, criados no Nucleo de Animais de Laboratoério
(NAL) e mantidos em ambiente climatizado (23+2°C), com controle de umidade, ciclo
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claro/escuro de 12/12 horas e acesso irrestrito a dgua e alimento no Biotério Experimental
do instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica na Utilizacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Fluminense, sob o n?

9435050324.

3.6 CONTAGEM DE CELULAS TOTAIS DO SANGUE PERIFERICO:

Amostras de sangue de foram coletadas através de puncdo da veia caudal, sob
anestesia de isoflurano (Syntec, Tamboré - SP). As contagens de leucécitos foram realizadas

em hemocitometro de Neubauer, utilizando o corante de Turk em diluicdo 1:50.

3.7 OBTENGCAO DAS SUSPENSOES CELULARES DA MEDULA OSSEA E
MIELOGRAMA

Os animais foram eutanasiados com de isoflurano (Syntec, Tamboré - SP) e, em
seguida, as células da medula dssea foram removidas dos fémures em condicdes estéreis,
em meio RPMI-1640. As células foram contadas em hemocitémetro de Neubauer. A partir
das amostras da suspensao total de células da medula éssea foram preparadas laminas por

citocentrifugacao e em seguida coradas com May-Grunwald-Giemsa.

3.8 ANALISE FENOTIPICA DAS POPULAGOES CELULARES DA MEDULA OSSEA
POR CITOMETRIA DE FLUXO

Amostras celulares do sangue periférico e das culturas foram submetidas a
citometria de Fluxo (Cytoflex), e analisadas por meio do programa Flowjo 10. As amostras
celulares foram marcadas para as seguintes populacdes celulares: linfécitos T (anti-CD3),
células estromais (anti CD117 (c-Kit), anti Ly-6A/E (Scal) e células tronco hematopoiética
(anti-CD34), além de marcacdo para progenitores hematopoiéticos utilizando o Biotin anti-
mouse Lineage Panel (Biolegend - anti-mouse CD3g, clone 145-2C11; anti-mouse Ly-6G/Ly-
6C, clone RB6-8C5; anti-mouse CD11b, clone M1/70; anti-mouse CD45R/B220, clone RA3-
6B2; anti-mouse TER-119/Erythroid Cells, clone TER-119.)
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A estratégia de gating consistiu em células (SSC-A/FSC-A) > single cells (FSC-A/FSC-
H) > Marcadores (FL1/2/3) ou populagGes identificadas em regides da medula (SSC-A/FSC-

A).
Tabela 1: Painel de marcadores utilizado para as analises de citometria de fluxo.
Amostra Painel utilizado Clone Fluoréforo

D7 APC

- Ly-6A/E ( Sca-1) IL-7RaDD APC

- (D127 $18020H PE

~ - CD117 (c-Kit)
Suspensoes
celulares do fémur 145-2C11; FITC, APC

- Biotin anti-mouse Lineage
Ly-6G/Ly-6C;

Panel (CD3¢, CD11b,
RB6-8C5;
CD45R/B220,
. M1/70;
TER119/Erythroid Cells
RA3-6B2;
TER-119

3.11 MODELO EXPERIMENTAL DE MIELOSSUPRESSAO COM CARBOPLATINA

Os animais receberam carboplatina (B-Platin injetavel, Blau Farmacéutica S/A,
Cotia, Brasil) nas dosagens de 50mg/Kg e 100mg/Kg no dia zero (D0). A sobrevivéncia dos
camundongos foi observada durante 10 dias, e nos dias 3 e 7 amostras de sangue periférico
foram coletadas através de punc¢do da veia caudal para contagem de leucécitos. Em
repeticao, 3 camundongos de cada grupo foram eutanasiados nos dias 3, 7 e 10 para coleta
células do fémur e submetidos a analises de citometria de fluxo (figura 8). A partir das
analises, foi definida a melhor dosagem capaz de causar mielossupressdo para os
experimentos posteriores.
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Figura 8: Desenho experimental da mielossupressao por carboplatina. Produzido pela prépria
autora (2026)

3.12 AVALIACAO DO EFEITO DA TARINA EM CAMUNDONGOS
MIELOSSUPRIMIDOS POR CARBOPLATINA

Os animais foram divididos em 4 grupos, constituidos por cinco camundongos, que
receberam pela via intraperitoneal (ip) uma das seguintes preparagdes: o grupo |, 200uL
de TRIS-HCL 10mM; o grupo I, 0,2mg da lectina diluida em tampao TRIS-HCL 10mM, o
grupo lll, 50mg/Kg de carboplatina e grupo IV, 50mg/Kg de carboplatina + 0,2mg da lectina
diluida em tampao TRIS-HCL 10mM. Nos dias O (antes da administracdo) 3, 6 e 9 os animais
foram anestesiados para coleta das amostras de sangue periférico e contagem de
leucécitos. Nos dias 3, 6 e 9, dois animais de cada grupo foram eutanasiados para a coleta
de suspensoes celulares destinadas a citometria de fluxo e ao cultivo celular. Os animais
restantes dos grupos Il e IV receberam reforco de 200 ug de tarina, enquanto o grupo

controle recebeu 200 pL de tampdo TRIS HCl 10 mM (figura 9).
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Figura 9: Desenho experimental do efeito da tarina em camundongos mielossuprimidos por
carboplatina. Produzido pela prépria autora (2026)

3.15 AVALIACAO DO EFEITO DA TARINA SOBRE PRECURSORES
HEMATOPOIETICOS REMANESCENTES DE CAMUNDONGOS
MIELOSSUPRIMIDOS POR CARBOPLATINA

Os animais foram divididos em grupo controle, que recebeu uma unica injecao
intraperitoneal de salina fisioldgica estéril e o grupo carboplatina, que recebeu de 50mg/Kg
de carboplatina (B-Platin injetavel, Blau Farmacéutica S/A, Cotia, Brasil) pela via
intraperitoneal. No terceiro dia os animais foram eutanasiados através de superdosagem
de anestésico, e em seguida os fémures e tibias foram removidos em condi¢cGes estéreis
para obtencdo de células de medula éssea por flushing utilizando PBS estéril 1x. As células
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foram centrifugadas, contadas em hemocitometro de Neubauer e suspensdes ajustadas a
2x10%/mL foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 2 mM L-glutamina, 5 x
10> M 2-beta-mercaptoethanol, penicilina e estreptomicina, recebendo adi¢do de tarina
(40 pg/mL) (figura 10). Nos dias 4 e 8 as culturas foram observadas no miscroscépio éptico
e fotografadas, sendo avaliadas quanto ao nimero de células por campo microscépico e

area ocupada por células utilizando o software Image) (figura 11).
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Figura 10: Desenho experimental do efeito da tarina sobre precursores hematopoiéticos de
animais mielossuprimidos por carboplatina. Produzido pela prépria autora (2026)

A estratégia de andlise quantitativa das micrografias a partir do software Imagel
consistiu na delimitacdo de nucleos identificados em cada micrografia a partir do programa,
com ajustes pontuais. Em seguida, foi utilizada a funcdo “analyze particles”, que contabiliza
todos os nucleos delimitados e informa a quantidade de células por campo microscépico

observado e area ocupada, considerando a area total da micrografia. Apds analisar todas
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as replicatas, os dados foram registrados e a média de valores por grupo e andlise

estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism (figura 11).
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Figura 11: Estratégia de andlise quantitativa das micrografias utilizando o software Imagel.
Produzido pela prépria autora (2026)

3.16 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando a andlise de variancia (ANOVA) one-way ou

two-way, seguido de pds-teste de Tukey para multiplas comparacdes e log Rank (Mantel-

Cox) para avaliar as curvas de sobrevivéncia. As andlises foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism, versado 9.5.



4. RESULTADOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL DE MIELOSSUPRESSAO COM CARBOPLATINA

Visando avaliar a curva cinética da carboplatina, foram administradas doses de
50mg/kg e 100mg/kg via intraperitoneal no dia 0, além de solugdo salina fisiolégica no
grupo controle. A dose de 100mg/kg resultou em 100% de mortalidade nono dia (figura
12A). Ambas as doses causaram mielossupressao, com o nadir leucocitdrio no terceiro dia;
apenas o grupo 50mg/kg apresentou recuperacdo dos leucécitos semelhante ao controle

apos esse periodo (figura 12B).
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Figura 12: Sobrevivéncia e mielossupressao induzida por carboplatina. (A) Curva de sobrevivéncia
dos camundongos monitorada por 10 dias. (B) Analise quantitativa dos leucdcitos circulantes no
sangue periférico dos grupos controle e carboplatina nas concentra¢des de 50mg/kg e 100mg/kg.
Os experimentos utilizaram 15 animais (n=5 por grupo). Os valores estdo representados em médias
+ SD. *p <0.05, p**<0.01, ns — ndo significativo.
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA TARINA EM CAMUNDONGOS
MIELOSSUPRIMIDOS POR CARBOPLATINA

Foi realizada a anadlise do protocolo que envolveu a mielossupressdo dos animais
com 50 mg/Kg carboplatina no inicio do experimento (D0) seguido pela administracdo de
200 mg/Kg de tarina nos dias 3, 6 e 9. A analise do sangue periférico do terceiro dia,
mostrou que os animais mielossuprimidos sem estimulo de tarina tiveram uma queda
significativa na contagem de leucdcitos em comparacdo ao grupo controle (p=0,0001
), enquanto que o grupo tratado com tarina 50mg/Kg apresentou um declinio menor, mas
ainda assim significativamente relevante em relacdo ao grupo ndo tratado (p=0,0041) e ao

controle (p=<0,0001).

Observou-se que o grupo mielossuprimido tratado com tarina apresentou
recuperacao gradual ja a partir do terceiro dia. Em contraste, o grupo mielossuprimido sem
tratamento mostrou uma recuperagao mais lenta, aproximando-se dos valores observados

nos outros grupos apenas no nono dia. (figura 13).
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Figura 13: Sangue periférico de animais mielossuprimidos e tratados com tarina. Analise
guantitativa dos leucdcitos circulantes no sangue periférico dos grupos controle (TRIS-HCL 10 mM),

tarina 0,2mg, carboplatina 50mg/Kg e carboplatina 50mg/Kg + 0,2mg de tarina. Os valores estdo
representados em médias * SD. **p <0.01, p***<0.0001.
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As amostras das suspensoes celulares da medula éssea foram examinadas por meio
de graficos de morfologia celular baseados nos parametros de tamanho (Forward Scatter —
FSC) e de complexidade ou granulosidade interna (Side Scatter — SSC). A analise da relacao
entre tamanho e granulosidade permitiu a identificacdo de diferentes popula¢des
celulares, classificadas como R1, R2 e R3 (figura 14A). Os citogramas apresentados na figura
4 demonstram as variagdes nos parametros de FSC e SSC das células de medula dssea
extraidas dos fémures de camundongos C57BL/6 no terceiro dia de avaliagdo.

Ao comparar os citogramas (countour plot) e as analises quantitativas das regides
delimitadas, conforme figura 14(B-D), verifica-se que, na regido R1 — referente as células
de menor tamanho e granulosidade — ocorreu reducdo significativa nos animais
imunossuprimidos, tratados ou ndo com tarina, bem como no grupo tratado somente com
tarina, em comparacdo ao grupo controle (p<0,01). Na regido intermedidria/monobléstica
(R2), ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos avaliados. Ressalta-se
na regiao R3 que, tanto nos animais imunossuprimidos quanto nos tratados com tarina,
houve uma tendéncia de aumento, porém apenas o grupo imunossuprimido apresentou

diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p<0,01).
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Figura 14: Citometrias de fluxo de animais mielossuprimidos e tratados com tarina. Analise dos
pardmetros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) de células do fémur de animais
mielossuprimidos no 32 dia apds o tratamento. (A) Representacdo das populagdes identificadas
através de contour plot. (A1) Controle (A2) Carboplatina 50mg/Kg, (A3) Tarina 0,2mg (A4)
carboplatina 50mg/Kg + 0,2mg de tarina. (B) Analise quantitativa da regido R1, (C) Analise
guantitativa da regido R2, (D) Analise quantitativa da regido R3. Os valores estdo representados em
médias * SD. **p <0.01, p***<0.0002 p****<0.0001.

Ademais, no 32 dia de analise observou-se um aumento expressivo de células com
o marcador Sca-1+ no grupo carboplatina (Q3), concomitante a uma queda do marcador c-
Kit+ (Q1, figura 15B; tabela 2). Os demais grupos registraram valores baixos para Sca-1+, e
0 grupo imunossuprimido que recebeu tarina exibiu uma redugdo um pouco mais branda

de c-Kit+. (figura 15D; tabela 2).
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Figura 15: Citometrias de fluxo de animais mielossuprimidos e tratados com tarina. Dot plots
representativos das frequéncias de c-kit (FL2: PE) e Sca-1 (FL3: APC). (A) controle, (B) carboplatina
50mg/Kg, (C) tarina 0,2mg (D) carboplatina 50mg/Kg + 0,2mg de tarina. Andlise de relacdo entre c-
kit (eixo y) e Sca-1 (eixo x) de células do fémur de animais mielossuprimidos, coletadas no 32 dia
apods tratamento. Animais do grupo carboplatina registraram um aumento consideravel de Sca-1 e
reducdo de c-kit no 32 dia de tratamento. Animais do grupo carboplatina tratados com tarina
registraram menor decaimento de Sca-1 e preservagao parcial de c-Kit, sugerindo atenuagdo ao
dano provocado pela mielossupressao. (Q1) c-Kit+ Sca-1- (Q2) c-Kit+ Sca-1+ (Q3) c-Kit- Sca-1+ (Q4)
c-Kit- Sca-1-.
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Tabela 2: Variacao de c-kit e Sca-1 na medula dssea de animais suprimidos e tratados com tarina.
Analise quantitativa da presenca de c-kit + Sca-1- (regidgo Q1) e Sca-1+ c-Kit- (Q3) em de células do
fémur de animais mielossuprimidos e estimulados com tarina no 32 dia apds o tratamento. Os
valores estdo representados em médias * SD.

% Q2 % Q3
% Q1 % Q4
Tipo celular Grupo (c-Kit+ Sca- (c-Kit- Sca-
(c-Kit+ Sca-1-) (c-Kit- Sca-1-)
1+) 1+)
Controle 28,6 +0,5 0,6%0,3 0,7+0,1 71,2 0,3
Suspensdes Carboplatina 0,6+0,3 3,9+0,9 12,1+0,3 85,4+0,1
do fémur Tarina 15+0,9 0,9+0,2 2,6+0,1 80,1+0,2
Carboplatina

6,2+0,2 0,2+0,3 1,9+0,1 90,3+0,2

+ tarina

4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA TARINA SOBRE PRECURSORES
HEMATOPOIETICOS REMANESCENTES DE CAMUNDONGOS
MIELOSSUPRIMIDOS POR CARBOPLATINA

As culturas de células da medula éssea dos animais mielossuprimidos realizadas no
terceiro dia apds a administracdo da carboplatina 50mg/kg, foram estimuladas com a tarina
40ug/mL e analisadas nos dias 4 e 8. Culturas estimuladas com a tarina apresentaram
aumento da quantidade de células por campo microscépico (figura 16B) e maior
porcentagem de area ocupada em todos os dias registrados (figura 16C), sobretudo no dia
8 (figura 16 A3-4). De forma oposta, os demais grupos (controle e carboplatina)
apresentaram um decréscimo celular marcado no 82 dia (figura 16A1-2), sugerindo que a
tarina induz a proliferacdo celular mesmo em condi¢des de mielossupressao, podendo ser

util para recuperacdo de leucopenia em camundongos.
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Figura 16: Células mielossuprimidas estimuladas com tarina. (A) Micrografias
representativas do cultivo de células do fémur de animais mielossuprimidos e estimulados com
tarina na concentragdo de 40ug/mL, registradas no 82 dia. (A1) controle, (A2) carboplatina
50mg/Kg, (A3) tarina 40ug (A4) carboplatina 50mg/Kg + 40ug de tarina. Objetiva de 20x. (B) Analise
quantitativa de células por campo registrado, em um?. (C) Anélise quantitativa da porcentagem de
area ocupada por células por campo registrado. As anadlises quantitativas foram realizadas
utilizando o software Imagel, considerando a area total aproximada de 0,75 mm? (1280 x 960 px,
0,78um/pixel). Os valores estdo representados em médias + SD. *p <0.05, p**<0.01, ns — ndo
significativo.
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Também observou-se morfologia alterada nas culturas que receberam tarina, com muitos
clusters semelhantes a unidades formadoras de colonia (UFCs) observados e contados no
8° dia (tarina +40 UFCs; carboplatina + tarina £ 58 UFCs >50 células por campo microscépico
de 1280 x 960 px, 0,78 um/pixel). O grupo mielossuprimido apresentou UFCs maiores
(figura 17) e mais numerosos por campo microscopico analisado em relagao ao grupo nao
mielossuprimido, com diferenca significativa (p<0,0001, Figura 18). De outra parte, os
grupos que ndo receberam estimulo da lectina ndo apresentaram agregados.

A)

Figura 17: UFCs presentes no 82 dia de cultivo. Micrografias de células do fémur de camundongos
mielossuprimidos e estimulados com tarina, enfatizando as unidades formadoras de col6nias. (A)
tarina 40ug. (B) carboplatina 50mg/Kg + 0,2mg de tarina. Objetiva de 20x.

UFCs apos cultivo de 8 dias
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Figura 18: Analise quantitativa de UFCs presentes no 82 dia de cultivo. Os valores estdo
representados em médias + SD. **p <0.01, p***<0.0001.

Amostras da placa de cultivo foram recolhidas no 12° dia e analisadas através de

citometria de fluxo considerando parametros de tamanho e granulosidade (SSC e FSC).
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Observou-se que os grupos estimulados com tarina apresentaram células maiores, com a
presenca de uma populagdo deslocada ocupando a regido inferior do eixo SSC (gate R1),

nao visualizada nos grupos ndo estimulados (figura 19).
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Figura 19: Citometrias de fluxo do 122 dia de cultivo de animais mielossuprimidos e estimulados
com tarina. Andlise dos parametros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) de células do fémur de
animais mielossuprimidos e estimulados com tarina. (A) controle, (B) carboplatina 50mg/Kg, (C)
tarina 40ug (D) carboplatina 50mg/Kg + 40ug de tarina. R1 representa populagdo observada no
cultivo.

A andlise de citocentrifugados do 82 dia de cultivo demonstrou que as culturas
estimuladas com tarina apresentam células majoritariamente mononucleadas, além da
presenca de neutréfilos observados por todo o campo analisado (figura 20C e D). A cultura
mielossuprimida ndo estimulada com tarina exibiu escassez celular sem a presenca de
neutrdfilos visiveis, reproduzindo as caracteristicas de neutropenia associadas ao

medicamento (figura 20B).
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A)

C)

Figura 20: Citocentrifugados do 82 dia de cultivo celular. (A) controle, (B) carboplatina 50mg/Kg,
(C) tarina 40ug (D) tarina 40ug + carboplatina 50mg/Kg. Setas indicam neutréfilos.

No 12° dia o cultivo foi encerrado e a placa foi lavada com PBS, sendo
posteriormente corada para visualizacdo de células aderidas remanescentes. Observou-se
a presenca de algumas células prolongadas no grupo controle e escassez celular no grupo
carboplatina (figura 21-A). Os grupos estimulados com tarina apresentaram um padrao
celular semelhante, exibindo células grandes e pequenas organizadas em forma de “ilha”
(figura 21C) ou em padrdo orbital, onde uma célula maior é orbitada por varias células
menores (figura 21D). Os grupos que receberam a tarina demonstram organizagao

semelhante, contudo, diferem completamente dos demais grupos nao tratados.
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C)

Figura 21: Células aderidas ap6s 12 dias de cultivo celular. (A) controle, (B) carboplatina 50mg/Kg, (C) tarina
40ug (D) carboplatina 50mg/Kg + 40ug de tarina.
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5. DISCUSSAO

Os farmacos a base de platina, cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, sdo
amplamente utilizados na quimioterapia para a erradicacdo do cancer. No entanto, os
efeitos colaterais desses farmacos, como a falta de seletividade, a alta toxicidade sistémica
e a resisténcia medicamentosa, limitam seriamente sua aplicagdo clinica. (ZHANG , 2022).
A carboplatina é um dos principais medicamentos a base de platina usados como agentes
antitumorais. E destinada especificamente ao tratamento de cancer de testiculo, ovario,
cabeca, pescoco e carcinoma de pequenas células do pulmao (DASARI e TCHOUNWOU,
2014) Entretanto, o principal efeito da carboplatina é a mielossupressdo, que ocorre em
aproximadamente 20-40% dos pacientes tratados com doses convencionais de
carboplatina e em mais de 90% dos pacientes tratados com altas doses. Os principais
sintomas da mielossupressdo induzida por carboplatina incluem trombocitopenia e
neutropenia. Consequentemente, a mielossupressdo induzida por carboplatina leva a
anemia nos pacientes (MARANI et al., 1966; GROOPMAN e ITRI, 1999)e limita
consideravelmente o efeito terapéutico da carboplatina em prolongar a sobrevida de
pacientes com tumores. Portanto, atenuar a toxicidade da carboplatina tornou-se um alvo

importante na terapia do cancer

Os resultados obtidos neste estudo com carboplatina indicam que a dosagem de 50
mg/kg foi adequada para os camundongos, promovendo uma reducdo significativa dos
leucécitos circulantes no terceiro dia apds a administracdo e evidenciando recuperacao
substancial até o sétimo dia, sem mortalidade. Em contrapartida, a dosagem de 100 mg/kg
agravou progressivamente o quadro de leucopenia, culminando na morte de todos os
animais. Esses dados sugerem que dosagens de 100 mg/kg podem ser fatais para
camundongos da linhagem C57BL/6, enquanto estudos de Jan et al., (2021) em
camundongos BALB/c utilizaram uma dosagem de 90 mg/kg. Ressalta-se que Jan e
colaboradores basearam sua metodologia no peso corporal, equivalente a dose terapéutica
humana de 400 mg/m?, conforme calculado pelo método de Freireich et al., (1966). Ndo ha
registros na literatura sobre diferencas de sensibilidade entre linhagens isogénicas de

camundongos. Para futuros estudos, considera-se relevante avaliar concentracdes
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proximas as letais para experimentos voltados a sobrevida de animais mielossuprimidos
tratados com carboplatina, visando posteriormente amenizar seus efeitos deletérios

através da utilizacdo de tarina.

Os resultados do efeito da tarina na mielossupressao in vivo sugerem uma
atenuacdo da leucopenia observada a partir do terceiro dia apds o tratamento. Os animais
mielossuprimidos e ndo tratados com tarina apresentaram um decaimento significativo dos
leucécitos circulantes no terceiro dia apds o tratamento, comportamento ndo observado
nos animais que receberam a tarina associada a carboplatina. A leucopenia induzida por
carboplatina decorre do efeito citotéxico do farmaco sobre células hematopoéticas
altamente proliferativas, levando a reducdo transitéria do compartimento leucocitario
circulante em consequéncia da mielossupressdao (SZEFLER et al., 2021; ZHANG, 2022).
Nesse contexto, a recuperacdo mais rapida dos leucécitos periféricos observada apds a
administracdo de tarina sugere modula¢do da dinamica hematopoética, ainda que a andlise
do sangue periférico isoladamente nao seja suficiente para a determinacao do mecanismo

celular envolvido.

A composicdo celular da medula éssea pods-quimioterapia sofre alteracbes
drésticas, como evidenciado pela dindmica das propriedades de dispersdo da luz, analisada
segundo os parametros tamanho versus granulosidade. A medula éssea nao tratada pode
ser dividida, de forma geral, em dareas de granuldcitos e linfécitos, além da area
intermediaria de células com morfologia blastoide (YANKELEVIT, 2008). A andlise da relagdo
entre tamanho e granulosidade das populacdes celulares da medula dssea dos animais que
receberam carboplatina, tratado ou n3dao com tarina demonstrou um aumento da
populacdo de granulociticas e diminuicdo da area de populacdo de menor tamanho e
granulosidade corresponde a populacdo linfoide. O mesmo foi observado com animais
tratados com tarina, com observacoes anteriores realizada pelo nosso grupo de pesquisa
(MERIDA et al., 2018 e MATTOS et al., 2021). Desta forma, estas observa¢des corroboram
com estudos anteriores, como o realizado por Yankelevit (2008), argumentando que a
maioria dos progenitores mieloides em divisdo é eliminada da medula 6ssea precocemente
e reaparece posteriormente apds a quimioterapia; e consequentemente, células-tronco
guiescentes e granuldcitos maduros residuais compdem a maior parte da medula dssea
logo apds a quimioterapia.
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Uma possivel interpretacao alternativa do adensamento da populagao granulocitica
pode ser dialogada através do conceito de granulopoiese de emergéncia, descrito por Manz
et al., (2014), como um programa adaptativo desencadeado em situa¢des de inflamacao
sistémica, infec;do ou dano hematopoético. Diferente da hematopoiese basal, esse
processo envolve reprogramacao funcional das CTHs, viés mieloide transitdrio, expansao
acelerada de progenitores granulocitico-monociticos (GMPs) e aumento da produgao de
neutrdfilos no compartimento periférico. Tal resposta é sustentada por citocinas
mieloestimuladoras, como G-CSF e IL-6, que remodelam o nicho medular e modulam o

equilibrio entre autorrenovacao e diferenciacao.

Foi também realizada a analise da expressdao conjunta de c-Kit (CD117) e Sca-1
(Stem Cell Antigen-1) na medula éssea, sendo que Sca-1 é considerado um marcador
classico para identificacdo e isolamento de Células-Tronco Hematopoéticas (CTHs) com alta
capacidade de autorrenovacdo e células progenitoras multipotentes. AlteracGes nos
marcadores de superficie dessas popula¢cdes, avaliadas por citometria de fluxo, indicam
que a carboplatina promoveu uma significativa redugcdo na expressdao de c-Kit,
concomitante ao aumento da expressao de Sca-1, sugerindo uma rapida diferenciacdo do
compartimento LSK em progenitores mieloides c-Kit+/Sca-1-. Em contrapartida, a
administracdo de tarina promoveu uma diminuicdo parcial da expressdao de c-Kit sem
alteracdo significativa de Sca-1 em relacdo aos controles ndo manipulados. Ressalta-se que,
devido a indisponibilidade de reagentes especificos, ndo foi possivel avaliar a expressao de
FIk2, o que teria contribuido para uma caracterizacdo mais detalhada do compartimento
LSK em progenitores mieloides c-Kit+/Sca-1-, células mieloides maduras c-Kit-/Sca-1- e
nas poucas células LSK residuais que mantiveram sua identidade original, ainda que

apresentando certa flutuacao na expressdo dos marcadores.

Em suma, os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com o
viés de linhagem de producdo das linhagens mieloide e linfoide em resposta as demandas

hematopoéticas verificado por outros pesquisadores (PIETRAS et al., 2015; MAYLE, 2013).

Entretanto, a maior diferenca na resposta ao dano pode ser explicada a partir das
diferencas observadas nas analises de Sca-1 e c-Kit. A expressdo de Sca-1 ndo é fixa, sendo

altamente induzivel por interferons e outras citocinas, especialmente interferons do tipo |
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e IFN-y. Essers et al., (2009) demonstraram que a ativacdo por IFN-a leva a saida da
quiescéncia de CTHs e ao aumento da expressao de Sca-1, caracterizando um estado
funcional de ativacdo transitoria. De forma complementar, Baldridge et al., (2010)
mostraram que o IFN-y atua diretamente sobre CTHs, promovendo ativagao e proliferagdo
em contextos de inflamacdo crénica. Esses resultados foram obtidos rastreando
fenotipicamente células que expressavam os marcadores de células-tronco c-Kit e Sca-1,
mas ndo os marcadores canoénicos de diferenciacdo de linhagem (as chamadas células KSL)

(BALDRIDGE et al., 2010; FENG, 2008).

Considerando que a tarina é capaz de promover células da linhagem granulocitica
in vitro, investigamos, em etapa subsequente, as alteracdes promovidas por essa lectina
em culturas de medula dssea obtidas de camundongos mielossuprimidos por carboplatina,
empregando a concentragdo de 40 pg/mL. Observou-se que, apos oito dias de cultivo, as
células provenientes dos animais do grupo controle ndo manipulados apresentavam
predominantemente morfologia fibroblastdéide, com rarissima presenca de células
granulociticas. Em contraste, as culturas derivadas de animais tratados com carboplatina
evidenciaram a presenca de células binucleadas, com nucleos arredondados, sugerindo

alteragdes morfoldgicas associadas ao insulto citotodxico.

Nas culturas estabelecidas a partir de animais imunossuprimidos e suplementadas
com tarina, verificou-se a formagdo de um estroma confluente composto por células com
caracteristicas fibroblastdides ao longo do periodo de cultivo, além da presenca de
pequenos e médios clusters e colbnias. Esses mesmos achados morfolégicos foram
observados nas culturas de medula dssea de animais ndo imunossuprimidos tratadas com
tarina, porém de forma mais evidente e em maior quantidade, indicando um possivel efeito

modulador da tarina sobre a organizacdo estromal e a formacado de clusters celulares.

Ao avaliar as laminas de citocentrifugado, foram identificadas células com
morfologia compativel com a linhagem granulocitica. Esses achados indicam que a tarina
pode interagir com o estroma da medula éssea, promovendo a secrecdao de fatores de
crescimento capazes de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de CTHs e progenitores
em células da linhagem granulocitica, convergendo com dados previamente publicados
pelo grupo, nos quais a tarina demonstrou favorecer diferenciacdo da linhagem

granulocitica in vitro e in vivo, além de promover a recuperagao hematopoética apos
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imunossupressao induzida por ciclofosfamida (PEREIRA et al., 2014; 2015; MERIDA et al.,
2018). A observagao de neutréfilos nos citocentrifugados de culturas estimuladas com
tarina indicam uma possivel atuacdo na recuperacdo da neutropenia causada pela
carboplatina, sugerindo que a tarina possivelmente tem aplicabilidade na recuperagao dos
efeitos relacionados ao medicamento. Os resultados sugerem, ainda que, apds o
tratamento com carboplatina, a tarina favorece a estimulagao dos progenitores mieloides
remanescentes na medula éssea. Considera-se, portanto, a hipdtese de que a tarina possa
atuar na inducao de fatores de crescimento, possivelmente incluindo o G-CSF, colaborando

para a proliferacao e diferenciagdo dessas células.

Os achados do presente estudo corroboram evidéncias da literatura que apontam
o potencial de compostos naturais como moduladores da hematopoiese em condicdes de
estresse, como a mielossupressdao induzida por quimioterapia. Em particular, a tarina
demonstra capacidade de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de células da medula
o0ssea de forma dose-dependente, promovendo aumento na formacdao de colbnias e
expansdo de progenitores hematopoéticos, além de favorecer a manutencdo de um
microambiente estromal funcional. Esse efeito parece estar associado a sua capacidade de
atuar como molécula mimética de citocinas, com atividade semelhante a IL-3 e GM-CSF,
promovendo a expansdao da linhagem granulocitica e a ativacdo de vias associadas a

sobrevivéncia e diferenciacao celular.

Além disso, a inducdo de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento por
células estimuladas pela tarina sugere um mecanismo indireto de amplificacdo da resposta
hematopoética, integrando sinais celulares e do nicho medular .Em conjunto, esses dados
reforcam o potencial da tarina como agente adjuvante em protocolos quimioterapicos,
possivelmente atuando ndo apenas na recuperacdo medular, mas também na
reprogramacao funcional do microambiente hematopoético, aspecto particularmente
relevante frente a limitacdo dos fatores de crescimento tradicionais, que atuam de maneira

mais restrita em linhagens especificas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSAO

O presente trabalho investigou o potencial da lectina tarina na recuperacdo da
mielossupressao murina induzida por carboplatina, com foco em alteragdes hematoldgicas

e citomorfoldgicas. Os resultados obtidos demonstraram que:

1. Adose de 50mg/kg promove mielossupressdo temporaria com leucopenia e
neutrofilia, sem registro de mortalidade em camundongos da linhagem
C57BL/6.

2. A tarina administrada em conjunto com a carboplatina é capaz de atenuar
significativamente a leucopenia associada a mielossupressdao, com agao
observada mesmo no nadir do medicamento

3. O tratamento com tarina manteve ou intensificou o adensamento
granulocitico, corroborando estudos prévios que demonstram sua
capacidade de estimular proliferacao e diferenciacdao da linhagem mieloide,
especialmente granulocitica.

4. In vivo, a tarina foi capaz de manter parcialmente populacées de
progenitores mieloides, preservando a funcionalidade do nicho
hematopoético.

5. In vitro, a tarina pode atuar tanto diretamente sobre progenitores
hematopoéticos quanto indiretamente via modulacdo do microambiente
medular.

6. A tarina pode estimular progenitores mieloides remanescentes apds
mielossupressdo, possivelmente por meio da inducdo de fatores de
crescimento hematopoéticos, como G-CSF, favorecendo a recuperacdo da

neutropenia

6.2 PERSPECTIVAS
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Embora os resultados corroborem com a hipdtese do potencial da tarina como
agente imunomodulador adjuvante em regimes quimioterapicos, andlises mais detalhadas
necessitam ser realizadas. A avaliacdo da resposta ao dano através da citometria de fluxo
considerando mais pontos temporais pode esclarecer de forma mais completa o panorama
das variacbes de populacbes da medula dssea, elucidando de que forma ocorre a
recuperacao gradual da mielossupressao induzida observada nos leucogramas.

Além disso, o uso de um painel de marcadores mais robusto, como marcadores da
expressao de Flk2, contribuiria para uma determinacdao mais detalhada do compartimento
LSK em progenitores mieloides. Além disso, marcadores como CD34, CD16/32, CD150 e
CD48 possibilitariam a andlise de progenitores granulocitico-monocitico e SLAM,
agregando e refinando a interpretacao dos resultados obtidos.

In vitro, a andlise do sobrenadante das culturas contribuiria fortemente para a
caracterizagao mais detalhada do microambiente celular estimulado com tarina, com foco
em G-CSF, GM-CSF, IL-6 e IFN-a / IFN-y, permitindo a avaliacdo da acdo direta sobre
progenitores e acdo indireta via microambiente estromal, elucidando o efeito da tarina

sobre a modulacdo hematopoiética.
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