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APRESENTAGAO

Toda cultura cientifica deve comecar por uma catarse intelectual e afetiva. Resta,
entdo, a tarefa mais dificil: colocar a cultura cientifica em estado de mobilizagao
permanente, substituir o saber fechado e estatico por um conhecimento aberto
e dinamico, dialetizar todas as variaveis experimentais, oferecer enfim a razéo
razdes para evoluir. (Gaston Bachelard).

A pesquisa integrada as praticas atuais € um fenbmeno que, inegavelmente,
converge para a necessidade de mudanc¢a nos programas formativos voltados para
modelos meramente instrucionistas e burocratizados, uma vez que na atualidade a
competéncia do profissional docente deve ir muito além das fronteiras disciplinares
e dos procedimentos de transmissdo do conhecimento. O formalismo que tem
contornado a pesquisa de muitas de nossas universidades coloca 0 ensino em uma
posicdo ambigua, pois, de um lado, ele é supervalorizado, muito embora de forma
equivocada, ja que a instrucao tem sido o seu maior motivo de existéncia; de outro,
ele € menosprezado, porquanto a pesquisa, para muitos, é atividade inegavelmente
mais nobre que ensino, essa querela atravessa diariamente as portas da universidade
e invade o cotidiano das escolas, tendo como porta-voz um professor programado
para ‘dar’ aulas, aplicar provas, atribuir notas, aprovar ou reprovar os alunos.
Estas vitimas de um sistema de ensino ultrapassado e reprodutor de ideologias
dominantes, prosseguem toda a sua vida escolar na posicao de receptaculos de
conteldo, ouvintes acomodados e repetidores de exercicios vazios de sentido
e significado. Esse é um fato por n6és conhecido, o qual requer ordenamentos
politicos, econémicos e pedagdgicos para assegurar o desenvolvimento de uma
nova cultura docente. Cultura esta que demanda a presenca da pesquisa como
principio cientifico e educativo, tal como formulado

A pesquisa vem sendo, cada vez mais, foco de discussdes em diversos
contextos educativos, em diferentes campos do conhecimento. Na area da educacao,
apresentam-se argumentos que discutem a pesquisa enquanto dispositivo para
um desenvolvimento imaginativo que incentiva e possibilita reflexdes, tomadas
de decisbes, resolucdes de problemas e julgamentos que valorizam o aluno
enquanto protagonista de seu proprio processo de aprendizagem. Pensar sobre
a pesquisa na educacdo implica considerar diferentes aspectos, envolvendo
questdes sociais, culturais, psicoldgicas, antropolégicas, histéricas e politicas nas
mais diversas dimensdes da vida. A pesquisa vem sendo compreendida como uma
demanda social, principalmente no que se refere aos processos de aprendizagem.
E importante perceber como a pesquisa é relevante para todos os aspectos da
aprendizagem. Esses argumentos repercutem no ambito educacional, a medida
que se compreende a importancia de que os estudantes tenham a oportunidade de
se posicionar diante de situagcdes com autonomia, tomando decisdes e construindo



suas identidades, incertezas, complexidades, progressos e mudancgas e isto vém
gerando desafios e problematicas imprevisiveis, requerendo solucdes criativas.
Nesse sentido, a educacao, de modo geral, deveria acompanhar essas mudancas
e desafios da atualidade. Os trabalhos destacam a relevancia das pesquisas a
importancia das praticas criativas nos processos de ensino e aprendizagem, o
incremento dessas praticas em diferentes contextos educacionais. E importante
destacar que, as pesquisas sao utilizadas de forma distinta para definir os campos
tedrico-conceituais e da pratica educativa. Desse modo, a pesquisa se refere
ao estudo das teorias, conceitos e definices. E evidente que a importancia da
pesquisa, a problematizacao nos tempos atuais, enfatizando a esséncia do dialogo,
que consiste na acdo e na reflexdo do conhecimento do homem frente a realidade
do mundo, interpretando-o, tendo em vista a possiblidade de se vislumbrar um
mundo bem.

Por fim ndo apenas recomendo a leitura dos textos do e-book “As Metas
Preconizadas para a Educacédo e a Pesquisa Integrada as Praticas Atuais” e dos
97 artigos divididos em 04 volumes, mais do que isso, sugiro o estudo efetivo a fim
de mobilizar nossas mentes a promover o debate ainda mais acirrado diante da
conjuntura politica dos tempos atuais, a fim de fortalecer o movimento cotidiano.

Boa leitura!!!

Solange Aparecida de Souza Monteiro
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CAPITULO 14

METODO ALTERNATIVO PARA SCREENING DE
POTENCIAIS NOVOS AGENTES ANTITUMORAIS
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RESUMO: O
neoplasia maligna hematopoiética de alta

linfoma €& considerado uma

incidéncia na populagcdo mundial de cédes com
alta mortalidade. Estudos comparativos entre
o linfoma canino ao linfoma Nao- Hodgkin
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em humanos mostraram que estes tumores
apresentam caracteristicas similares, sendo
possivel utilizar modelos de estudo de linfoma
canino para pesquisa genética e terapéutica
em linfoma humano. Em medicina humana
existem muitos estudos sobre a verificacao
da expressao de genes antiapoptéticos em
linfomas, que podem estar relacionados a
resisténcia ao tratamento quimioterapico. Neste
estudo pretende-se estabelecer e disponibilizar
um método alternativo para avaliagdo da
atividade antitumoral in vitro de compostos
bioativos e sintéticos contra linfomas. Utilizou-
se como método de avaliacdo da viabilidade
celular, o teste do MTT. A partir de biopsias
excisionais de linfomas caninos foi estabelecido
cultura primaria de linhagem de linfomas e as
células obtidas foram transferidas para uma
placa de 96 pocos com uma densidade de
2X105 células/pogo, as quais foram testadas
com os compostos fendlicos (Rutina, Rutina
Zinco, Diosmina, Diosmina Cobre, Diosmina
Cobalto e Diosmina Ferro com possivel acao
pr6 apoptoética. Apds 24 horas de exposicao
dessas células a estes compostos a viabilidade
celular foi avaliada e mensurado os valores de
IC50. Os resultados demostraram que a RuZn
apresentou menor valor de IC50 (77 uM) o que
indica efetividade na diminuicdo da viabilidade
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das células tumorais. A Diosmina e seus derivados, com exce¢ao da DFe, também se
mostram efetivos na diminuicéo da viabilidade, porém com capacidade inferior a RuZn.
Esses dados indicam a agéo dos complexos de Rutina e Diosmina sobre a viabilidade
das células neoplasicas, mas com valores de IC50 mais elevados que os principais
quimioterapicos utilizados atualmente. Entretanto, estes resultados podem sugerir
associacao destes compostos, com destaque para a RuZn, com os quimioterapicos
em um novo estudo.

PALAVRAS CHAVE: antitumorais; linfoma; caes; genes antiapoptoticos; Rutina Zinco

ALTERNATIVE METHOD FOR SCREENING POTENTIAL NEW ANTI-TUMOR
AGENTS

ABSTRACT: Lymphoma is considered a high incidence hematopoietic malignancy in
the world population of dogs with high mortality. Comparative studies between canine
lymphoma and non-Hodgkin’s lymphoma in humans have shown that these tumors
have similar characteristics and it is possible to use canine lymphoma study models
for genetic and therapeutic research in human lymphoma. In human medicine there
are many studies on the verification of antiapoptotic gene expression in lymphomas,
which may be related to resistance to chemotherapy. This study aims to establish and
provide an alternative method for the evaluation of in vitro antitumor activity of bioactive
and synthetic compounds against lymphomas. The MTT test was used as cell viability
assessment method. From canine lymphoma excision biopsies, primary culture of
lymphoma lineage was established and the obtained cells were transferred to a 96-well
plate with a density of 2X105 cells / well, which were tested with phenolic compounds
(Rutina, Rutina Zinc , Diosmina, Diosmina Cobre, Diosmina Cobalt and Diosmina Ferro
with possible pro-apoptotic action.After 24 hours of exposure of these cells to these
compounds the cell viability was evaluated and the IC50 values were measured. (77
uM) which indicates effectiveness in decreasing viability of tumor cells Diosmine and its
derivatives, with the exception of DFe, are also effective in decreasing viability, but with
a lower capacity than RuZn. of Rutin and Diosmin on the viability of neoplastic cells, but
with higher IC50 values than the main ones. is currently used chemotherapy. However,
these results may suggest an association of these compounds, especially RuZn, with
chemotherapeutic agents in a new study.

KEYWORDS: antitumor; lymphoma; dogs; antiapoptotic genes; Rutina Z

INTRODUGCAO

Um dos principais obstaculos para compreensdo dos eventos bioldgicos
envolvidos no céancer € a falta de modelos adequados para estudos in vitro.
Embora tenha disponivel um numero limitado de linhagens celulares de tumores




hematopoiéticos em banco de células comerciais, a maioria proveniente de tumores

invasivos e metastaticos, a pesquisa baseada em linhagens celulares provindas

de uma populacao étnica especifica € limitada por ndo contemplar a diversidade

gue sabidamente ocorre entre as diferentes racas caninas. Além desse aspecto, as

linhagens celulares comerciais sé&o na sua maioria adquiridas na Cole¢cdo Americana

de Culturas de Tecido (ATCC, do inglés American Tissue Cell Culture) que apesar

de serem bem padronizadas, requerem processos de importacdo com aumento do

custo e demandas burocraticas que dificultam a pesquisa. Portanto, a compreensao

dos fendmenos relacionados a carcinogénese em vigéncia da diversidade étnica

torna-se vital, assim como estudos de resisténcia a drogas, quimioprevengao e novas

estratégias terapéuticas. O que se traduz na necessidade do desenvolvimento de

linhagens tumorais isoladas de explantes tumorais de animais, tais como os cées,

0s quais apresentam uma homologia genbémica de 25% do genoma e 75% dos

genes humanos (RICHARDS K and SUTER SE, 2015).

O campo interdisciplinar da oncologia translacional ou de traducao oferece

uma oportunidade unica e importante para se aprofundar quanto a complexidade

do desenvolvimento do cancer através de estudos epidemiolégicos, clinicos e

genéticos. Estudos entre as especies tém permitido aos pesquisadores combinar

achados cientificos da medicina humana e veterinaria para o entendimento da

carcinogénese e progressédo tumoral, os quais podem em conjunto contribuir no

desenvolvimento de novas e promissoras terapias antitumorais (ITO D et atl, 2014).

As doencas hematologicas s&o formas comuns de canceres em humanos e

caninos. Emboraolinfoma canino de ocorréncia espontanearepresente umexcelente

modelo biolégico para o estudo sobre o cancer hematopoiético humano, o0 mesmo

€ ainda muito pouco estudado na literatura. No entanto, o alto grau de similaridade

entre os linfomas humanos e caninos representa uma ferrramenta extremamente

util no entendimento dessas doencas em ambas as espécies (RICHARDS K and

SUTER SE, 2015; ITO D et atl, 2014).

Neste sentido, o linfoma canino representa uma importante fonte bioldgica

tanto para o entendimento sobre a carcinogénese e progressao tumoral, quanto

para o screening de potenciais e inovadoras drogas para o tratamento antitumoral.

De fato, dados da literatura corroboram para esta ultima premissa terapéutica,

evidenciando eficientes e valiosos achados voltados a pesquisa de correlatos e
suas aplicacdes clinicas (MARKOVITZ-BISHITZ. et al., 2010). Neste sentido, este
projeto pretende desenvolver e validar uma plataforma biotecnol6gica para testes de

novos produtos contra o linfoma, de forma a contribuir na identificacao e validagéo

de novas proposi¢cdes de mercado oncoldgico veterinario e humano.
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MATERIAL E METODOS

Amostra biolégica

Para esta pesquisa, foram utilizadas amostras de diversos tipos de linfoma

de caes de raca, idade e sexo variados, atendidos em um Hospital Veterinario, sob

responsabilidade de um médico veterinario. O presente estudo possui aprovag¢ao

pela Comissédo de Etica no uso de animais (CEUA), sob Protocolo No 183/2017. Os

animais com suspeita de linfoma foram submetidos ao atendimento clinico, anamnese

para maiores informacdes. O diagnostico foi confirmado pela anélise citoldgica por

puncdao aspirativa por agulha fina (PAAF) e exame histopatoldgico através de bidpsia

excisional de linfonodos popliteo, axilar, inguinal ou submandibular.

Cultivo primario de linfoma canino

Os linfonodos extraidos em bibpsia excisional foram depositados em

eppendorf estéril contendo solugéo salina com antibiéticos e mantidos refrigerados

para transporte ao laboratorio de Biologia Celular. As amostras biolégicas foram

dissecadas com tesoura cirurgica e bisturi, e filtradas para separacao das células. O

filtrado celular foi lavada em solucéo fosfato-salina pH 7,4 (PBS) e as células foram

ressuspensas em meio RPMI-1640 suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal

bovino inativado, 1%(v/v) de antibidticos (penicilina/estreptomicina) e L-glutamina.

As culturas foram incubadas em uma atmosfera Umida controlada de 5% de di6xido

de carbono (ThermoFisher Scientific).

Anadlise da morfologia celular e estudos de citotoxicidade

A morfologia das células isoladas nas culturas primarias foi avaliada apés

coloracdo em lamina de vidro apos fixacdo em paraformaldeido a 2% por 10 minutos.

As células fixadas foram coradas com cristal violeta por 10 minutos e lavadas em

agua. As laminas secas e cobertas com laminas foram observadas em microscopio

otico (Nikon).

A analise da citoxicidade frente a compostos flavonoides complexados a metais

de transicao foi realizada ap6s o plagueamento de 3 x 105 céls/mL, (células do

linfoma) e tratamento com diferentes concentracdes. Foram adicionados 50 uL de

uma solucédo a 50 yg/mL de MTT (Brometo de 3-[4,5,-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-

2H-tetrazélio) seguido de incubacéo a 370C e 5% de CO2 por 4 h. A seguir, retira-se
o meio com MTT e adiciona-se 0,2 mL de DMSO (COLLIER; PRITSOS, 2003). Em
seguida, a absorbancia é medida a 540 nm no leitor de placa LT-4000 (Labtech).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As células provenientes da biopsia foram cultivadas em garrafas de 25 cm2
em meio RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado, 1% de
antibiéticos (penicilina/estreptomicina) e L-glutamina. As culturas foram incubadas
a 37 °C em estufa com 5% de CO2. Para a manutencédo da cultura, o meio foi
trocado a cada 2-3 dias.

Uma aliquota desta cultura foi destinada a realizagdo de coloragdo em lamina
de vidro apds fixacdo em paraformaldeido a 2% por 10 minutos. Apés coloragao das
células com cristal violeta por 10 minutos, procedeu-se lavagem para observacgao
em microscéopio otico (Figura 1). Foram observadas as culturas de células
representativas de linfomas difuso de células T paracortical NOS (b e c), linfoma
difuso de pequenas e grandes células B respectivamente (a e d) e linfoma de alto
grau centroblastico de Kiel (e).
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Figura 1 - Fotomicrografias (400 X) de cultura celular de células provenientes de linfomas
caninos, coradas com cristal violeta, representativas das amostras de Linfoma difuso linfocitico
células B amostra L2 (a); Linfoma difuso de células T paracortical NOS amostras L5 e L6 (b e
c¢); Linfoma linfoblastico de células B amostra L7 (d); Linfoma alto grau (Centroblastico de Kiel)
amostra L8 (e).

Fonte: Arquivo Pessoal

O restante da cultura celular foi utilizado para o teste de citotoxicidade com
compostos antitumorais. Nesta etapa foi possivel avaliar duas culturas primarias de
linfoma para analise de tratamento com compostos antitumorais desenvolvidos pelo
grupo de docentes do programa de p6s graduacao stricto sensu em Biotecnologia
e Inovacédo em Saude.

As células foram transferidas para uma placa de 96 po¢cos com uma densidade
de 2 X 105 cm2 células as quais foram testadas com os compostos fendlicos com
possivel acdo antitumoral. Ap6s 24 horas a viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). Os
compostos utilizados neste estudo foram Rutina, Rutina Zinco (RuZn), Diosmina,
Diosmina Cobre (DCu), Diosmina Cobalto (DCo) e Diosmina Ferro (DFe).

ATabela 1 apresentaosvalores de IC50, que corresponde amenor concentragcao
do composto utilizado para reduzir 50% da viabilidade das células envolvidas no
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estudo.

Os dados demonstraram que a RuZn apresentou menor valor de IC50
mostrando sua efetividade em diminuir a viabilidade das células tumorais. Os
derivados de Diosmina também se mostraram efetivos em diminuir a viabilidade de
forma inferior a RuZn. Por outro lado Rutina isolada e Diosmina ferro demonstraram
menor efetividade em sua acéao, visto o valor de IC50 ser superior a da RuZn.

Compostos IC50 (M)
Rutina 150
RuZn 77

Diosmina 94
Dco 80
Dcu 89
Dfe 203

Tabela 1 - Método MTT para viabilidade de células neoplésicas de linfoma.

Fonte: Arquivo Pessoal

Estudos em linfoma de células B humanas foi comparado o efeito citotdxico e
apoptotico dadoxorrubinaisolada e associada ao citral, também chamado de lemonal,
o qual € um 6leo essencial encontrado comumente na erva cidreira (DANGKONG;
LIMPANASITHIKUL, 2015). Neste estudo, foi observado que o IC50 do uso do citral
isolado foi de 77 uM, mas quando foi usado em associac&o a doxorrubicina indicou
potencializacao do efeito do quimioterapico, pois o valor de IC50 da associacéo foi
inferior ao IC50 da doxorrubicina isolada. Em Medicina Veterinaria foi realizado um
estudo que compara os principais farmacos utilizados no tratamento de linfoma e
leucemia de caes (Pawlak et al, 2014). Segundo Pawlak et al (2014), os principais
quimioterapicos utilizados no tratamento como Doxorrubicina, Ciclosfosfamida,
Vincristina, Lomustina e Prednisolona possuem valores de IC50 extremamente
baixos, indicando uma 6tima ag¢ao contra o tumor. No entanto, tais valores de 1C50
alteram-se mediante ao tipo de linhagem envolvida. Em tal estudo, a linhagem de
células T demonstrou maior resisténcia e viabilidade celular. Os dados deste estudo
indicam acao sobre viabilidade das células neoplasicas, porém com valores de IC50
mais altos em comparacéo aos principais quimioterapicos utilizados na rotina. No
entanto a RuZn demonstrou valor de IC50 semelhante ao do citral. Tais dados podem
sugerir associacdes dos compostos utilizados nesta pesquisa a quimioterapicos
com a realizagdo de novos estudos.
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CONCLUSAO

Com a realizacao de projeto experimental foi possivel demonstrar viabilidade
da metodologia para o estudo de tumores hematopoiéticos em caes, com possivel
aplicacao para medicina humana. Esses dados indicam a acdo dos complexos de
Rutina e Diosmina sobre a viabilidade das células neoplasicas, mas com valores
de IC50 mais elevados que os principais quimioterapicos utilizados atualmente.
Entretanto, estes resultados podem sugerir associacdo destes compostos, com
destaque para a RuZn, com os quimioterapicos em um novo estudo. Nao obstante,
foi possivel estabelecer modelo de cultura primaria a fim de possibilitar novos
métodos alternativos para screening de novos agentes antitumorais.
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