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RESUMO

O ensino por investigagao ¢ importante para auxiliar o aprendizado dos conceitos tedricos
abstratos dos fendomenos bioldgicos aprendidos em aulas teéricas e proporcionar a
aproximacao de alunos com a natureza da ciéncia. Como trabalhar temas importantes na
Imunologia com base no ensino por investigagao? Nosso trabalho apresenta os resultados
da pesquisa teorica, nas bases experimentais da caracterizacdo do desenvolvimento de
linfécitos B na medula 6ssea, e a construgdo de uma atividade de ensino por investigacao
para as aulas de imunologia para o ensino superior.

Palavras-Chaves: ensino de imunologia; sequéncia didatica; ensino por
investigacao

ABSTRACT

Inquiry-based learning is important to assist the learning of abstract theoretical concepts
of biological phenomena learned in lectures and provide students with the approach of
the nature of science. Our work presents the results of theoretical research, the
experimental basis of the characterization of the development of B-lymphocytes in the
bone marrow, and the construction of an educational activity for research for
immunology classes for higher education.

Key words: immunology teaching; instructional sequence; inquiry-based
education

A estrutura da nossa problematica e a articulagao com a
proposta do ensino por investigagao

A aula de cunho investigativa ¢ atividade fundamental no ensino de ciéncias e
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proporciona ao aluno espago para que ele seja atuante e agente do proprio aprendizado,
descobrindo, assim, que o aprender ¢ mais que o mero conhecimento de fatos, interagindo
com suas proprias duvidas, chegando a conclusdo e a aplicacdo dos conhecimentos por
ele obtido. O principal objetivo da Imunologia ¢ entender os mecanismos fisioldgicos do
sistema imune de um individuo no estado de ndo infec¢ao, nas infeccdes por micro-
organismos ¢ na desregulacdo da homeostase fisioldgica do sistema como em casos de
doengas imunologicas. Segundo Barral & Barral-Neto (2007) o Brasil ocupa o décimo
sétimo lugar de producao cientifica enquanto a producao da Imunologia brasileira ocupa
o décimo primeiro lugar. Em 1990, a Imunologia correspondia a 5% da produgao total da
area biomédica, ja em 1995 esse valor atingia 9% (BARRAL & BARRAL-NETO, 2007).
Esse cenario sugere que ha um interesse na formagao de cientistas brasileiros voltados
para o estudo da Imunologia. No Brasil, esses cientistas na area da imunologia come¢am
a ser formados a partir dos cursos de graduacdo nas areas de ciéncias biologicas e da
saude.

Assim como outras disciplinas das ciéncias bioldgicas, o aumento do conhecimento na
area de Imunologia cresce a cada ano como observado no site de base de dados
cientificos PubMed. Outro ponto sdo as diferengas importantes entre o conteido dos
livros texto de imunologia basica utilizados para ensino de imunologia nos cursos de
graduacao, como por exemplo, o Imunologia Celular e Molecular do Abul Abbas,
Andrew Lichtman e Shiv Pillai (das 6 [2008] para 7 edi¢ao [2012]) e os novos conteudos
da imunologia na atualidade. A Imunologia estd em pleno desenvolvimento e as
pesquisas cientificas tornam este conhecimento mais robusto e complexo fazendo com
que as informagdes contidas nos livros textos fiquem defasadas. Um exemplo disso € o
trabalho de Siqueira-batista e colaboradores (2009) que mostra a analise de diferentes
capitulos de livros textos de imunologia os quais diferem quanto a explicacao da relacao
entre patdégenos e hospedeiros, um paradigma entre ataque versus defesa. Entretanto,
diversas evidéncias experimentais tém mostrado que estas relagdes vao além, como por
exemplo, a participacdo comensal de micro-organismos nos processos de interacdes do
sistema imunologico. Diante dessa questdo sobre o ensino de imunologia, uma proposta
de solugdo para esse problema nao pode se basear exclusivamente no aumento do volume
ou da eficiéncia da transmissdo do conhecimento. O ensino com atividades de
investigacdo de uma problematica proposta, centrada na resolugao de problemas e ndo na
execugao de protocolos pré-determinados, estimula o desenvolvimento das habilidades e
atitudes desejaveis como a capacidade de buscar e encontrar informacgdes relevantes para
realizagdo de um determinado trabalho; desenvolve a capacidade para avaliar
informacodes novas e habilidade de encontrar solugdes criativas para problemas praticos.
Essa perspectiva esta em concordancia com as propostas sobre o ensino por investigacao
da area de ensino de ciéncias na escola basica, com o objetivo da “alfabetizacao
cientifica”, que mostram que as atividades de cunho investigativas no ensino das ciéncias
devem providenciar aos estudantes ndo apenas a manipulacao de materiais e ferramentas
para a realizacdo das atividades praticas, mas a observacao de dados, a utilizagao de
linguagens para comunicar aos outros suas hipoteses e sinteses, as habilidades necessarias
para o “fazer cientifico” (SASSERON e CARVALHO, 2011). Assim, consideramos que
0 ensino por investigagdo pode ser realizado por um trabalho baseado em ideias de
ensino/aprendizagem de ciéncias desenvolvido no processo de construgdo e reconstrucao
do conhecimento cientifico, como por exemplo, no contexto da pratica cientifica
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(proporcionar aos alunos a vivéncia da pratica cientifica e formas como um cientista
exerce seu trabalho no campo do estudo de uma ciéncia) e orientador por um professor
(GUISASOLA et al., 2007, SMITHERY, 2010). Trabalhando que essas habilidades
necessarias a formagdo cientifica, que podem ser desenvolvidas no ambito no ensino
superior em cursos das areas de biologicas e da satde.

No ambito especifico da disciplina de Imunologia, um levantamento realizado por nos, no
ano de 2013, na disciplina de Imunologia Bésica para duas turmas de estudantes da
graduacao de Farmacia e Bioquimica da Universidade Federal de Sao Paulo, mostrou
que de todos os pontos de contetdos oferecidos na carga horaria da disciplina, o tema de
Linfocitos B e a expressdo génica dos receptores de antigeno foi o tema que os alunos
mais apontaram como um tema de dificil entendimento, pouco aprendizado e rejei¢ao do
contetido. Outro fato interessante desse levantamento ¢ que 95% dos alunos disseram que
gostariam de mais aulas praticas durante a disciplina. Considerando esses fatos e diante
das problematicas técnicas laboratoriais para trabalhar uma aula pratica para a tematica,
nossa pergunta para esse estudo foi: como trabalhar e desenvolver uma sequéncia
investigativa para sobre como ¢ o desenvolvimento de linfécitos B e anticorpos nas aulas
de imunologia que contemplem a exposi¢ao dos alunos as praticas investigativas da
natureza da ciéncia? Dessa forma, nossos objetivos com esse foram: (i) analisar as bases
tedricas na literatura cientifica sobre a tematica de “Linf6citos B e a expressao génica dos
receptores de antigeno”; e (ii) posteriormente construir uma atividade com base
investigativa.

Metodologia

Capitulos, sobre o tema da atividade investigativa, foram selecionados de dois livros
didaticos de imunologia (um brasileiro e outro internacional). Foi realizada analise dos
capitulos e sele¢ao dos principais artigos classicos (que foram utilizados pelos autores
dos livros para construgdo dos capitulos) que foram indicados nas referencias de cada
capitulo para a construcao dos dados experimentais, inscrigoes literarias, para utilizagao
dos estudantes na investiga¢ao. Posteriormente, a atividade investigativa foi estruturada
nos niveis 0 e 1 (de Verificagdo e Estruturagdo, respectivamente) baseada nas
orientagdes propostas sobre niveis de investigagdo no ensino por Smithenry (2000) e
adaptacdes de Blanchard ef al. (2010). A construcao dos cadernos de laboratério, para
resposta dos alunos, foi baseada na estrutura do argumento proposto por Toulmin (2006).

Resultados

Guisasola, Furié e Cerebio (2006), apresentam uma estrutura de ensino por investigacao,
que contempla as caracteristicas da cultura cientifica, que estd organizada comportando
os elementos estruturantes que estdo presentes na constru¢cdo do conhecimento cientifico
quanto na clareza dos objetivos da proposta e contemplando as dimensdes epistemologica
e ontoldgica. A linguagem cientifica estd inserida na cultura cientifica, e possui
caracteristicas especificas e que podem apresentam diferentes formas de expressao, como
por exemplo, as anotagdes dos dados coletados dos experimentos no laboratério — as
chamadas inscrigoes literarias — e a escrita de relatorios e artigos cientificos — baseada na
argumentacao (LATOUR; WOOLGAR, 1986). Entender as caracteristicas estruturantes
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dessas abordagens da linguagem pode facilitar a aprendizagem das ciéncias,
principalmente para estudantes do ensino superior de cursos. Essas caracteristicas da
linguagem cientifica foram as bases da constru¢do da nossa atividade investigativa.
Abordamos nossa tematica baseada nas duas principais formas da linguagem cientifica:
a) a construcao das inscri¢des literarias derivadas dos experimentos realizados no campo
da imunologia; e b) a arquitetura da atividade investigativa baseada no padrdo basico de
Toulmin (2006) — dados, justificativa e conclusoes.

Comecamos pelas construgoes das inscrigoes literarias derivadas dos experimentos
realizados no campo da imunologia. Para esse estudo tomamos por base os capitulos, de
um livro nacional e um livro internacional, de uso nos cursos de imunologia do ensino
superior brasileiro, sobre: a) “Geragdo da diversidade de receptores para antigenos (BCR
e TCR)” (paginas 81 a 93) e “Maturagdo, ativagdo e recirculagdao de linfécitos” (paginas
113 a4 123) no livro CALICH & VAZ [2° ed. 2009]; e b) “Desenvolvimento dos linfocitos
e o rearranjo e expressao de genes dos receptores de antigenos” (paginas 153 a 188) de
(ABBAS, LICHMAN & PILLAI [6° ed. Tradugdo 2008]), investigando qual é o conceito
central que estrutura a tematica sobre cé€lulas B. A analise dos capitulos citados nos
mostrou que o conceito sobre linfocitos B e a expressdo génica dos receptores de
antigeno esta estruturado no processo de diferenciacdo ou ontogenia dos linfocitos B na
medula 6ssea (em mamiferos). Esse conceito esta resumido nos quadros de ilustracdes
sobre a ontogenia das células B na pagina 115 em CALICH & VAZ [2° ed. 2009] ¢ 170
em (ABBAS, LICHMAN & PILLAI [6° ed. Tradug¢do.2008]). Esses quadros apresentam
um resumo dos mecanismos de expressdo génica (de genes para importantes enzimas,
como as RAGs [Genes da ativagdo da recombinag¢do] no processo recombinacao V(D)J
para formacdao da diversidade de moléculas de anticorpos nas células B), funcdes
biologicas de linfocitos B (proliferacao celular com estimulo antigénico), expressao de
moléculas de anticorpos “prontas” na superficie de células B maduras e os mecanismos
da expressdo génica para formacdo da molécula de anticorpo (as recombinagdes
somaticas V(D)J).

A partir da definicao do conceito central a ser trabalho na atividade — “A diferenciacao de
linfécitos B” — analisamos os artigos cientificos, citados nas referencias bibliograficas
basica de cada capitulo (pagina 93 e 123 em CALICH & VAZ [2° ed. 2009] e pagina 188
em (ABBAS, LICHMAN & PILLAI [6° ed. Tradugd0.2008]), que foram fundamentais
para a constru¢do do conhecimento atual sobre a ontogenia de células B. Dos trabalhos
citados nas referéncias bibliograficas, os selecionados, que remetem e revisao a
constru¢do do conceito central da atividade, foram os artigos de: BUSSLINGER (2004),
HARDY & HAYAKAWA (2001), JUNG et al., (2006), TONEGAWA (1983) (Quadro
1). Nosso olhar para os artigos base foi no sentindo de selecionar as técnicas e 0s
experimentos realizados nos artigos que levaram a caracterizagdo dos fenomenos da
diferenciagdo dos linfocitos B. Dessa analise, enumeramos quatro técnicas e
experimentos utilizados nos artigos que foram utilizados para caracterizar os fendmenos.
1) a técnica da “Reacdo em cadeia da polimerase” (Polymerase chain reaction [PCR])
para avaliar a expressdao do gene para a enzima RAG em vdrias fases de diferenciacao dos
linfécitos B; 2) a técnica de citometria de fluxo para avaliar a expressao de moléculas de
anticorpos IgM e IgD e proliferacao dos linfocitos B nas varias fases de diferenciagdo; 3)
a técnica de Northen blot para analise de RNAm na expressdao génica na recombinacao
somatica V(D)J.
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Livros Capitulos Artigos/Referéncias

1) “Geragdo da diversidade de
receptores para antigenos (BCR e
CALICH & VAZ TCR)”; TONEGAWA (1983)
[2° ed. 2009] 2) “Maturacdo, ativagio e
recirculagdo de linfocitos”.

1) “Desenvolvimento dos linfécitos BUSSLINGER (2004);
ABBAS, LICHMAN & PILLAI | e o rearranjo e expressao de genes HARDY & HAYAKAWA
[6° ed. Tradugdo 2008] dos receptores de antigenos” (2001);

JUNG et al., (2006).
Quadro 1. Analise dos capitulos de dois livros didaticos de imunologia.

Baseados nesses achados e com algumas modifica¢des das técnicas que foram utilizadas
nos trabalhos originais foram construidos dados experimentais hipotéticos para andlise
dos alunos e conclusoes na atividade que serao detalhados mais adiante.

O nosso interesse para nossa atividade estd no desenvolvimento e expressdao dos
receptores linfécitos B devido a duavida gerada pelos alunos. Resumidamente, os
linfécitos B sdo células que participam dos mecanismos do sistema adaptativo e que sao
as produtoras de anticorpos. Os receptores de linfocitos B, assim como os anticorpos
secretados, sao milhares de moléculas proteicas distintas, que sdo formados por
recombinac¢do somatica do genes que ¢ orquestrada por diferentes mecanismos dentro da
célula. A descrigdo sobre o processo de recombinacdo somatica descrita por Tonegawa
(prémio de medicina em 1987) revolucionou os conceitos de biologia celular e molecular.
Em ambos livros didaticos selecionados por nos para a analise, os capitulos destinados a
producdao de anticorpos por linfocitos B realizam uma abordagem ontogénica do
desenvolvimento dos linfocitos B (pagina 115 em CALICH e VAZ; e pagina 170 em
ABBAS). Nossa problematica foi baseada no fato que diferentemente do linfécito T, o
linfécitos B se originam e seu processo de diferenciagdo acontece na medula 6ssea em
mamiferos (HARDY & HAYAKAWA, 2001). Experimentos cldssicos da imunologia
mostraram que a transferéncia de células do sistema imune de um animal experimental
para outro animal trouxe avangos significativos para o conhecimento em imunologia e em
outras areas médicas. Podemos citar como exemplos, a descoberta da imunidade mediada
por células (SILVERSTEIN, 1989), os transplantes de medula 6ssea e mais recentemente
os adventos das transferéncias de células-tronco hematopoiéticas para o tratamento de
doengas autoimunes, infecciosas e cronicas (JUNG et al., 2006). Assim, tomamos a
apresentacao dos mecanismos de diferenciagdo de linfécitos B como o conceito central
para a atividade.

Nossa atividade estd divida em 3 partes. A parte I corresponde a apresentagao da
problemadtica e da pergunta a ser investigada. A parte II esta destinada ao contato, analise
dos dados hipotéticos pelos alunos. Nessa fase os alunos sdo incentivados a produzir
graficos e descrever os dados observados. A parte III consiste na elaboracdo da conclusao
escrita. Assim, elaboramos a situacdo problema e uma pergunta norteadora para a
investigacao na Parte I:
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“Em 1b: um pesquisador no laboratério de Imunologia tem um camundongo (B) com
uma doenga cronica ¢ um outro camundongo (A) saudavel. Ele pretende transferir
células da medula 6ssea do animal A para o animal B para testar uma terapia. Em 1la:
foram coletadas 3 amostras de células da medula 6ssea do camundongo A. Antes de
efetuar a transferéncia ¢ preciso saber a fase de diferenciacdo da célula que sera
transferida. As células das 3 amostras foram submetidas a anélise quando: 1) presenca de
IgM e IgD na membrana das células; 2) respostas da células a antigenos; 3) expressao do
gene para RAG; e 4) analise dos genes para imunoglobulinas”

Células da medula éssea Figura 1. Esquema da situacio problema e da pergunta

1 a 1 b para serem transferidas
o0
a2

? 2 PR
-2

Amostral Amostra2 Amostra3

para a atividade. Em qual tubo estdo as células
hematopoiéticas indiferenciadas obtidas e purificadas do
camundongo A para serem transferidas para o camundongo B?
Em (a) estdo representados os tubos com as células purificadas
do camundongo A a serem transferidas para o camundongo B.
Em (b) é a representagdo da situagdo problema: a transferéncia
de células indiferenciadas para o camundongo B.

Na Parte II, cada grupo de alunos recebe um

conjunto de resultados obtidos pelas respectivas técnicas experimentais e terdo que: 1)
analisar os dados; 2) descrever os resultados; 3) concluir a investigacao respondendo a
questdo: “em que fase de diferenciacdo estdo as células nas amostra que seu grupo
analisou?”

Em Jung e colaboradores (2006) os pesquisadores revisaram e mostraram, dentre outros
mecanismos genéticos de linfocitos, que as enzimas RAGs eram enzimas importantes nos
processos de recombinacdo génica para expressdo dos receptores de células B. Essa
enzima sO ¢ expressa e ativa em fases intermediarias de diferenciagcdo dessas células, as
chamadas células Pré-B. Para analisar a expressao do gene para a RAG os pesquisadores
podem utilizar a técnica de PCR'. Essa técnica consiste na reagdo para multiplicar acidos
nucleicos acidos e quantificar o DNA obtido. Para avaliar a expressao de um determinado
gene ¢ realizado em conjunto, com essa analise, a expressao de um gene constitutivo da
célula/tecido que ndo tera sua expressdo modificada com o estimulo ou fase de
desenvolvimento da célula. Um exemplo de um gene constitutivo € o gene para a proteina
actina. Na andlise dos dados hipotéticos (valores numéricos) fornecidos aos alunos os
resultados da expressao um determinado gene podem ser representados pela porcentagem
do aumento da expressao do gene em comparagdo ao gene constitutivo.

Busslinger (2004) e Hardy & Hayakawa (2001) publicam artigos de revisao
concatenando os dados de anos de estudos que mostraram que apenas linfocitos B
maduros, ou seja, totalmente diferenciados sao capazes de apresentar as moléculas de
anticorpos IgM e IgD completas na membrana celular e ser ativados quando estimulados
com antigeno especifico ou policlonal em culturas celulares. Células indiferenciadas ou
pré B ndo possuem essas propriedades. Uma das formas que os pesquisadores chegaram a

'Aqui nos valemos de adaptagdes das técnicas para o fornecimento dos dados para analise dos alunos. Para
o exercicio usamos o principio da técnica de PCR em tempo real, pois nos fornece dados numéricos. O
fornecimento de dados numéricos hipotéticos para os alunos teve como objetivo que os dados fossem
trabalhados para construcio de graficos e analise dos resultados. Paras analises de expressao de IgM e IgD
e quantificacdo do numero de células nos valemos da citometria de fluxo. Para analise dos mecanismos de
expressao génica das moléculas de anticorpos utilizamos o principio do northen blot para a construgdo dos
dados para a atividade
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essa conclusao foi analisando a expressdao dessas moléculas na superficie das células e
quantificando a proliferagdo das mesmas apds o estimulo com antigeno em culturas
celulares. Essas duas formas de avaliacao de células podem ser realizadas pela técnica de
citometria de fluxo'. A Citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar
e classificar células suspensas em meio liquido. Por meio de um aparelho de deteccao
optico-eletronico sdo possiveis andlises de caracteristicas fisicas e quimicas de uma
célula.

Tonegawa (1983) publica uma revisdao concatenando os achados sobre a geracao
somatica da diversidade das moléculas de anticorpos nos linfocitos B. Esse fendmeno
pode ser mostrado pela técnica de biologia molecular. O northen blot' ¢ utilizado nas
pesquisas para investigar se um dado gene de um genoma ¢ ou nao transcrito em RNA.
Na parte III os alunos podem ter a oportunidade de discutir os dados analisados e
concluir a investigacao com o objetivo de responder a pergunta da atividade.

Em conclusao, esperamos que essa atividade de ensino por investigacao possa ressaltar o
papel que a argumentagao entre os alunos possa desempenhar no aprendizado da ciéncia
imunologia, tanto do ponto de vista conceitual, a partir do dominio da linguagem
cientifica, quando do ponto de vista epistemoldgico compreendendo sua estrutura social.
Uma das formas de classificagdo da escrita cientifica ¢ a argumentacdo, que visa uma
audiéncia definida e que estd relacionada diretamente com as praticas cientificas
(STOCKSON, 1994). Dessa forma, o artigo cientifico ¢ considerado um trabalho
argumentativo. Assim, podemos definir que a argumentacdo ¢ o padrao utilizado para
estabelecimento do conhecimento na comunidade académica. Com essa atividade
investigativa, também, esperamos utiliza-la como ferramenta de pesquisa no campo de
investigacdo da argumentacao e operagdes epistémicas no ensino de biologia.
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