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rapidas, talvez ensinar como aprender
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RESUMO

Nas ultimas décadas houve um fantastico avanco da ciéncia e inUmeros processos
celulares foram descritos. I1sso gerou, para os educadores, o desafio de criar condigbes de
aprendizagem para que seus alunos construissem novos conhecimentos em um tempo
relativamente curto. Para que ocorra a compreensao dos eventos celulares é necessario,
contudo, que se realize a representacdo mental das estruturas da célula, cada qual
ocupando posicoes definidas no espaco e interagindo entre si. Dessa forma, tornaram-se
necessarias metodologias de ensino que possibilitassem representagcdes mentais,
promovessem a curiosidade e despertassem a motivacdo. Neste contexto, as tecnologias de
informacdo e comunicagédo, tais como as multimidias educativas, sao recursos poderosos
para tornar o processo de ensino-aprendizagem mais eficiente. Estes artefatos permitem a
conversao de um conceito abstrato em um objeto visual especifico, esclarecendo processos
celulares dindmicos e possibilitando a interatividade. Em todo o mundo, multimidias vém
sendo utilizadas para promover a aprendizagem. Entretanto, no Brasil sdo poucos 0s que
atuam no desenvolvimento de novas tecnologias para a educacdo em biologia celular.
Sendo assim, este trabalho visa descrever o emprego de metodologias e resultados de
pesquisa relacionados ao ensino e construir material didatico virtual a partir dos mesmos.
Para isso, foram selecionados e editados resultados de pesquisas prévias sobre fagocitose
por macrofagos, resultantes das técnicas de DIC e microscopia de luz sem coloragdo
alguma, reacdo citoquimica para deteccdo da fosfatase acida, coloragdo Giemsa e captura
do vermelho neutro. Além disso, foram realizados também novos experimentos envolvendo
microscopia eletronica de transmissdo (MET) para elucidacdo de detalhes observados na
microscopia de luz. Nesse, foram caracterizadas ultraestruturalmente as primeiras fases da
internalizacdo de leveduras por macréfagos. Para tanto, macrofagos peritoneais de
camundongo foram cultivados in vitro, incubados com Saccharomices cerevisiae e
processados para andlise de suas estruturas em MET. Os resultados obtidos através das
eletronmicrografias corroboraram os resultados das pesquisas prévias em microscopia de
luz, que entdo foram utilizados para a criacdo do material didatico virtual interativo, dos
videos e das animacg®es.



ABSTRACT

In the past few years several cellular mechanisms were described, resulting in
scientific development, but also in the challenge of create learning conditions to students,
who need to comprehend facts in a short time. Therefore, new teaching methodologies,
promoting mental representations of cellular structures and, subsequently, of their functions,
become essential to the learning process. Communication and Information Technologies, as
multimedias, can be powerful resources to promote learning. They allow the conversion of an
abstract concept into a specific visual object, clarifying dynamic cellular events, besides
might as well offer interactivity. All around the world, educational multimedias are being used,
however, in Brazil, few are the cellular biology researchers who dedicate studies for the
development of these learning technologies. Hence, this work aims to describe the use of
methodologies and research results for learning purposes and to create a virtual multimedia
based on them. To achieve these objectives, research results concerning phagocytosis
accomplished by DIC, light microscopy without staining, ACPase detection, Giemsa staining
and neutral red uptake were selected. TEM experiments were also made, to elucidate details
observed by light microscopy techniques. TEM protocols consisted of the cultivation in vitro
and incubation of mice peritoneal macrophages mice and S. cerevisae. These cells were
processed so their structures could be analised in a transmission electron microscope. The
results obtained were in concordance with the previous results examined, therefore, a virtual
interactive educational multimedia were created based on phagocytosis images, videos and
animations.
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INTRODUCAO

Com o avango do conhecimento acerca de células e fungdes celulares, novas
metodologias de ensino estdo sendo requisitadas para tornar o processo de ensino-
aprendizagem mais eficiente. Considerando que a nossa sociedade esta imersa em
tecnologias de informacdo e comunicagao, a produgdo de multimidias que propiciem a
compreeensdo de um fendmeno biolégico, aproveitando resultados e metodologias de
pesquisa para aplicagdo na educagao, € uma alternativa valida de ensino. Pode-se ressaltar
ainda a importancia do macrofago para a defesa do organismo e o fato de a fagocitose ser
um assunto essencial para as profissdes da area da saude e das ciéncias biolégicas, o que
torna valida a construcdo de materiais didaticos virtuais, sobre a fagocitose em macréfagos,
a partir de resultados de pesquisa, que possam ser aplicados através de diferentes métodos
no ensino de graduagao. Para tanto, houve a selegao e analise de resultados de pesquisa
com potencial didatico sobre o tema fagocitose, a realizagdo do protocolo de microscopia
eletrbnica de transmissdo para esclarecer detalhes ultraestruturais dos resultados
previamente observados, a construgdo de filmes e animagdes, e por fim, desenvolveu-se
uma multimidia virtual interativa baseada em resultados de experimentos laboratoriais,

mesclando imagens estaticas, videos e animagdes.

CAPITULO 1 - CONSIDERACOES SOBRE O ENSINO DE BIOLOGIA CELULAR E AS
TECNOLOGIAS DE INFORMACAO E COMUNICACAO (TICs)

A necessidade de inovagdes no ensino de biologia celular € amplamente
reconhecida. Sendo assim, novas metodologias de ensino tém sido pesquisadas e
sugeridas. Uma destas metodologias, de grande potencial, € o uso das tecnologias de
informacao e comunicagao, mais especificamente, das multimidias, que combinam modelos
pictoriais e verbais, sendo ideais para o ensino cientifico. Sobre o tema fagocitose, inclusive,
raros sdo os materiais desenvolvidos. Portanto, a criacdo de uma multimidia sobre este
tema, a partir de resultados de pesquisa, supriria esta falta, além de que integraria pesquisa
e ensino, duas fungdes igualmente importantes e mutuamente benéficas, essenciais para o

crescimento da biologia celular.

1.1 ENSINO DE BIOLOGIA CELULAR NO BRASIL E NO MUNDO: ALGUMAS VISOES

O Programa Internacional de Avaliagdo de Estudantes (PISA) de 2009, que avalia

conhecimentos e pensamentos criticos em matematica, leitura e ciéncias na educacgao



basica, revela dados preocupantes sobre a educacgao basica brasileira. O Brasil ficou na 53?
colocacéao, entre mais de 65 paises participantes, apresentando resultados comparaveis a
paises como Trinidad e Tobago, Coldmbia, Argentina, Tunisia e Cazaquistdo. Pesquisas
cientificas, mais especificamente no campo da educagédo em biologia celular, apontam que
estudantes brasileiros que recém terminaram o ensino médio ndo estao familiarizados com
imagens reais de células ou com a sua visualizacdo através do microscopio (ARAUJO-
JORGE et al., 2004). Esses estudos sugerem que seu pouco e fragmentado conhecimento
sobre estrutura celular vem principalmente da visualizagao de ilustragbes, o que dificulta a
compreensdo a respeito da relagdo existente entre morfologia e funcdo celular (ARAUJO-
JORGE et al., 2004).

Quando os dados provenientes da educagéo basica revelam tantas dificuldades, a
educacao a nivel superior deve superar-se, a fim de compensar os desafios herdados
(SAVKAR E LOKERE, 2010). Da mesma forma, dados como os provenientes de testes
avaliatérios para entrada na pds-graduacao da Fundag¢ao Osvaldo Cruz, demonstram n&o sé
conhecimento deficiente dos graduados na area biolégica, mas também dificuldades em
resolver problemas, ler, compreender e criticar resultados de artigos (GRINSZPAN E
ARAUJO-JORGE, 2000), sugerindo deficiéncias também na educagdo universitaria
brasileira. Isso acontece igualmente em nivel mundial. Um bom exemplo esta na publicagao
que mostra que somente 13% dos alunos que participaram do European Molecular Biology
Organization (EMBO) Receptor Mechanisms and Signal Transduction passaram em um
teste de conhecimentos realizado ao inicio do curso (KRAMER E THOMAS, 2006).

A necessidade de mudancgas no ensino de biologia celular é reconhecida no mundo
todo. Novas metodologias de ensino tém sido pesquisadas e sugeridas, embora as
tradicionais aulas expositivas continuem sendo o método mais empregado (DICARLO, 2006;
SENGER et al.,, 2012). Jo Handelsman, professora do departamento de biologia celular,
molecular e do desenvolvimento em Yale que recentemente recebeu o Presidential Award
for Science Mentoring, postula que a utilizagcdo de somente palestras e aulas expositivas
torna o ensino ineficiente. Esses métodos ajudam o estudante a coletar conceitos, mas séo
os menos eficazes em despertar a motivacdo dos estudantes (FISHER, 2011). Além disso,
essa metodologia favorece uma atitude dependente por parte do discente (GRINSZPAN E
ARAUJO-JORGE, 2000), eliminando habilidades de questionamento e pensamentos de alto
nivel, criticos para o seu sucesso na area de pesquisa (KLIONSKY E KUMAR, 2006). Como
resultado desta metodologia de ensino, na qual o aluno é passivo na construgdo de seu
conhecimento, surgem alguns obstaculos a aprendizagem, tais como a dificuldade em o

estudante integrar ideias cientificas estudadas ao seu cotidiano (SENGER et al., 2012) e
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compreender processos celulares e moleculares dindmicos e sistemas em diferentes niveis
de organizacao (JENKINSON E MCGILL, 2011).

No entanto, aos poucos, outras estratégias de ensino tém sido empregadas para
explicar os processos biologicos (MCCLEAN et al., 2005; DICARLO, 2006). Por exemplo, a
utilizacdo de tecnologias que enriquecem as classicas aulas expositivas em disciplinas
universitarias tém aumentado (RICHMOND et al., 2010; SENGER et al., 2012). Isso também
se verifica na disciplina de Biologia Celular oferecida pela UFPR. Além disso, em algumas
situacdes, os estudantes tém a possibilidde de trabalhar os conteudos em ambientes
virtuais de aprendizagem, no seu ritmo e a partir de qualquer lugar equipado com internet.
Por exemplo, alguns cursos presenciais se acessoram da Plataforma Moodle ou de recursos
como o Atlas Virtual de Biologia Celular da UFPR (http://www.bio.ufpr.be/ead).

Acredita-se que a crise no ensino de ciéncias esteja acompanhada de uma crise na
criatividade (FIGUEIRA-OLIVEIRA et al., 2000). Cada vez mais torna-se necessario
modificar os programas educacionais atuais ou propor novos programas, que acompanhem
as transformagdes que vem ocorrendo na sociedade, que promovam a vocacao cientifica,
expandam a criatividade na ciéncia e aumentem a interagdo entre distintas areas do
conhecimento (GRINSZPAN E ARAUJO-JORGE, 2000). Mundialmente existe um
movimento para que o ensino de ciéncias seja mais estimulante. De fato, investimentos
significativos estdo sendo feitos aos cientistas e programadores, com o intuito de se criar um
curriculo cientifico estimulante e tecnolégico (WALSH et al., 2011). Pretende-se, dessa
forma, que a aprendizagem seja um processo ativo para o estudante, incluindo a sua
participagao em projetos de pesquisa, que estimulem os alunos a assumirem mentalidades
de cientistas, formulando, analisando e concluindo (FISHER, 2011; MILLER, 2010). Outras
acdes vém sendo desenvolvidas com o intuito de melhorar o processo de ensino-
aprendizagem. Pode-se citar como exemplos, a coparticipacdo de estudantes na pratica de
ensino, que ministram juntamente com seus professores disciplinas das quais ja
participaram em Yale (FISHER, 2011); a criacao de melhores representagdes visuais com o
auxilio de tecnologias na Michigan State University (RICHMOND et al., 2010); a utilizagao de
organismos como Tetrahymena para se demonstrar uma série de processos celulares
complexos (SMITH et al., 2012); a integracdo de disciplinas basicas (como bioquimica,
genética, biologia celular e molecular) na Universidade Anhembi-Morumbi, através de
modulos baseados em questionamentos sobre saberes cientificos (AZZALIS et al., 2012); a
producdo de réplicas de microscépios simples por alunos de graduagido para analise de
microrganismos (SEPEL et al., 2009); a apresentacdo de fotomicrografias de células para
alunos de escolas de educacio basica e para a comunidade, no sentido de popularizar o
conhecimento cientifico (ARAUJO-JORGE et al., 2004). Além destes exemplos, tém sido
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sugeridos para aprimorar o ensino-aprendizagem, a aprendizagem baseada em problemas
(ABP, PBL), aprendizagem por pesquisa (Inquiry-based learning), estudo de caso, mapas
conceituais e uso de recuros tecnolégicos (DICARLO, 2006).

A formacado de cientistas das areas biolégicas, bem como a dos profissionais da
saude, depende do ensino adequado da biologia celular, devido aos processos celulares
serem tépicos imprescindiveis para a compreensao da fisiologia e patologia, ou seja, a base
que sustenta o organismo e, em casos de desequilibrio, leva a doengas. Ja os estudantes
que nao se interessam pela carreira cientifica também devem ser educados cientificamente,
para que saibam da importancia da ciéncia para a sociedade (SAVKAR E LOKERE, 2010).
Especificamente, o Brasil urge que esse conhecimento possa ser apreendido de forma a
melhorar a qualidade de vida da populagao. Além disso, o acesso ao saber cientifico pela
sociedade, fundamental para o bem estar da democracia, € necessario para que a
sociedade e os politicos possam fundamentar opinides acerca de temas cruciais da
atualidade como, por exemplo, aquecimento global, pesquisa com células-tronco e aborto
(FISHER, 2011).

O incentivo ao saber cientifico vem com a popularizagcdo da ciéncia e da
desmistificagdo do trabalho e dos dados cientificos (GRINSZPAN E ARAUJO-JORGE,
2000). E importante que cientistas saibam comunicar descobertas bioldgicas complexas
para o publico geral, contribuindo para que ele saiba diferenciar mitos de fatos (FISHER,
2011). Especialmente em um pais com tamanha biodiversidade como o Brasil, que tem a
necessidade de preservar esta riqueza bioldgica, o conhecimento em ciéncias é vital. Sendo
assim, o maior objetivo do ensino de ciéncias € a aquisicao do conhecimento cientifico por
uma populagcdo que compreenda e valorize a ciéncia como empreendimento social
(KRASILCHIK, 2000).

1.2 TECNOLOGIAS DA INFORMACAO E COMUNICACAO E A APRENDIZAGEM

Vive-se na era da informacao e a Internet revolucionou os meios e a velocidade do
acesso a informacdo. Os estudantes estdo cada vez mais utilizando esta tecnologia na
forma de tablets, aplicacdes da Internet e telefones celulares do tipo smartphones. As
tecnologias participam da moldagem das funcdes cognitivas, propiciando o surgimento de
novos estilos de raciocinio e conhecimento humanos com profundos reflexos no ato de
aprender. Portanto, a geragado atual de estudantes que passa pelos bancos escolares tem
um estilo de raciocinio diverso da geragéo de 30 anos atras. E consenso que, com o devido
design instrucional e quando utilizadas de acordo com os objetivos propostos, as TICs, e em

especial as multimidias, podem ser poderosas interveng¢des de ensino (SENGER et al.,
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2012). O importante é assumir uma posigao critica no uso das TICs para a educagao, como
ja preconizado por Paulo Freire, que defendia a atuagdo docente em ambientes interativos,
com a utilizacado de recursos audio-visuais como o video, a televisdo e a informatica no
processo de ensino-aprendizagem. O aluno deve ser o centro do processo e capaz de,
através de diferentes recursos incluindo as TICs, levantar hipéteses, comparar, analisar e
avaliar, e assim, construir o seu préprio conhecimento.

A coevolugao entre tecnologias de informagdo e de comunicagao e métodos de
ensino-aprendizagem propiciou uma oportunidade unica para que as multimidias
revolucionassem a educacdo (BOCKHOLT, WEST E BOLLENBACHER, 2003). As
multimidias combinam textos, imagens, videos, sons e animacgbes para criar artefatos
virtuais coesos para o estudante (HEYDEN, 2004). De fato, o ensino na area cientifica
comumente requer a utilizagdo de uma combinacdo de métodos verbais e pictoriais, como
ocorre em uma multimidia. O método verbal envolve o aprendizado por palavras escritas ou
faladas enquanto que o método pictorial envolve o aprendizado por graficos estaticos (como
ilustracdes, diagramas, fotografias e graficos) ou por graficos dindmicos (como animagdes
ou videos). As palavras escritas e as imagens s&o processadas da mesma forma, chegando
aos olhos e compondo uma imagem visual que fica brevemente guardada na memoaria
sensorial visual (durante 0,25 segundo). No momento em que um estudante responde a
alguma representagado visual/auditiva passageira na memoria sensorial, a informagao é
movida para a memoria de trabalho (onde ocorre o processamento e o rearranjo em
representagcdes coerentes do material apresentado). A seguir, o aprendiz mentalmente
organiza as palavras escritas em um modo verbal, e as imagens em um modo pictorial.
Finalmente, o conhecimento relevante relacionado é ativado da memdria de longo prazo e
transferido para a memoaria de trabalho, onde o estudante deve conectar os modelos verbal,
pictorial e o conhecimento relevante ja assimilado para que ocorra o aprendizado
significativo (MAYER, 2010). E importante ressaltar que a compreensdo do contetdo
apresentado requer a integragéo e o uso do conhecimento (RICHMOND et al., 2010).

O design instrucional pode ser definido como um particular método de ensino que
envolve estratégias e tem a intengdo de melhorar a apresentacdo do conteudo e facilitar o
aprendizado (SENGER et al., 2012). Quando o design instrucional é deficiente, por exemplo,
em uma situacdo na qual o texto sobre um conteudo esta em uma pagina e sua ilustragcao
em outra, o estudante pode ndo ter a capacidade de se engajar no assunto para alcangar o
aprendizado (MAYER, 2010). A aprendizagem pode ser ineficiente também em casos de
alta complexidade, inerente ao conteudo apresentado, o que resulta em sobrecarga da
capacidade cognitiva, mais especificamente da memodria de trabalho do estudante,

reduzindo a compreensdo do conteudo (MAYER, 2010). Ferramentas que fornecem uma
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visdo muito complexa sobre o assunto, irrelevante para o objetivo do aprendizado, levam a
uma deficiéncia na aprendizagem (MAYER, 2010). Pode até ser que o estudante guarde
temporariamente maior quantidade de informagdes sobre o assunto, mas somente poucas
destas informagdes, as mais basicas, ficardo retidas por um tempo mais longo. Da mesma
forma, ferramentas que apresentam o conteldo de forma superficial sdo inadequadas para o
processo ensino-aprendizagem (JENKINSON E MCGILL, 2011).

Quando o ensino envolve métodos verbais e pictoriais, o design instrucional do
material didatico é adequado e o nivel de complexidade do conteudo esta de acordo com os
objetivos de ensino, a aprendizagem ocorre de forma apropriada. Especialmente quando o
estudante tem a oportunidade de ser ativo no processo. Jean Piaget, cujas ideias sobre
construtivismo tornaram-se conhecidas na década de 60, defende o papel central do
estudante no ensino (KRASILCHIK, 2000), sendo o educador somente o facilitador do
processo, ao utilizar estratégias de estudo definidas a fim de evocar certos comportamentos
do aluno, tais como, a sua capacidade de esforco, exploragao, explicagao, elaboracéo e
avaliagdo (BOCKHOLT, WEST E BOLLENBACHER, 2003). Sendo assim, as atividades
didaticas devem ter como objetivo promover a curiosidade e despertar no aluno a motivagao
para adquirir conhecimento de forma independente (SEPEL, LORETO E ROCHA, 2009). Na
perspectiva construtivista, as pré-concepgdes dos alunos sobre os fenbmenos cientificos e
sua atuagao nas aulas praticas sao férteis fontes de investigagdo para os professores fazé-
los progredir no raciocinio e analise dos fenébmenos (KRASILCHIK, 2000).

Ha um interesse crescente em incluir técnicas de aprendizagem ativas, que permitam
ao estudante relacionar como as evidéncias cientificas s&o utilizadas para construir o
conhecimento (ALBERTS, 2009). Para tal objetivo, aulas praticas, de pesquisa, e aulas com
multimidias sao indicadas (LOPATTO et al., 2008). Uma série de beneficios é alcancada
através do uso de multimidias educativas bem elaboradas: interatividade, tornando o aluno
ativo no processo de aprendizagem; facilidade de apresentagéo de processos simultineos e
integrados; possibilidade de repeticdo da cena, caso necessario; estimulagdo da
investigagao por parte do estudante; disponibilidade de acesso ao conteudo a partir de
qualquer lugar que esteja equipado com Internet ou leitor de CD/DVD (HEYDEN, 2004; LIU,
2007; STITH, 2004); apresentacdo de maior quantidade de informagdo em um tempo
relativamente pequeno (MCCLEAN, 2005), facilitando a situacdo atual de contradicdo entre
a duracdo dos cursos e a quantidade de conteudo relevante a ser estudado. Ainda,
multimidias que apresentem praticas de laboratério permitem a interagcdo dos estudantes e a
conducao de experimentos, muitas vezes de dificil realizagdo em laboratérios tradicionais
devido a questdes de seguranga, alto custo de manutengéo ou dilemas éticos (WATANABE,
2002).
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Em termos dos aspectos técnicos da multimidia, ela deve ter um tamanho
relativamente pequeno e o player da animacao deve ser comumente disponivel (STITH,
2004). As ferramentas (softwares) para criagdo da multmidia podem ser: Apple’s Quick
Time, Macromedia’s Flash, macromedia’s Director/Shockwave, Netscape’s JavaScript ou
Newtek's LightWave. O produto final pode ser entregue para o estudante online (pela
internet) ou em CD/DVD (HEYDEN, 2004).

1.3 TICs E A APRENDIZAGEM EM BIOLOGIA CELULAR

A tecnologia quando aplicada na investigagao bioldgica tem gerado costumeiramente
novos insights sobre o que se conhece dos processos celulares (KLIONSKY E KUMAR,
2006). Muito do progresso da ciéncia nas ultimas trés décadas esta relacionado com
avangos na visualizagcdo da morfologia das células, o que possibilitou a revelagdo em
detalhes de mecanismos e interagbes moleculares (LIU, 2007; JENKINSON E MCGILL,
2011). A descoberta das inumeras conexdes entre moléculas e processos intracelulares
estabeleceu aos educadores o desafio de converter toda a complexidade da célula e seus
componentes em uma sequéncia logica e integrada de conteudos (BOBICH, 2005). Novas
metodologias de ensino, entdo, se tornaram necesséarias para que os alunos aprendam
biologia celular de forma eficiente e desenvolvam a habilidade de analisar dados ao invés de
somente memorizar contelidos que rapidamente irdo se tornar ultrapassados (HOSKINS E
STEVENS, 2009). Um exemplo destas metodologias sdo as multimidias interativas,
especialmente as que combinam pesquisas cientificas ao aprendizado, por exemplo, tendo
o potencial de facilitar a compreensao de conceitos biolégicos e também do processo
cientifico (BOCKHOLT, WEST E BOLLENBACHER, 2003). Em 2005, Hammamieh
desenvolveu um artefato onde o estudante trata células tumorigénicas utilizando drogas
“desconhecidas” historicamente recomendadas para cancer de mama. O objetivo da
multimidia é a analise da eficacia dos agentes farmacoldgicos através de técnicas comuns
de biologia celular, desde cultura celular in vitro até microscopia de fluorescéncia
(HAMMAMIEH, 2005). Precisa-se atentar ao fato de que as multimidias interativas oferegam
direcionamento ao estudante, com o intuito de que ele alcance o objetivo da multimidia, mas
sem que se torne passivo diante deste processo. Diversas escolhas também devem ser
disponibilizadas, suficientes para engajar os estudantes, mas ndo em excesso, de forma a
confundi-los (HEYDEN, 2004). Na area de biologia molecular existem, por exemplo, alguns
artefatos que permitem o estudante montar vias metabdlicas: Power law analysis and
simulation da Universidade de Lisboa (http://enzymology.fc.ul.pt/software/plas) e
PathwayLab (http://innetics.com/) (KRAMER E THOMAS, 2006).
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As multimidias interativas devem encorajar o estudante a criar pensamentos de alto
nivel (ou seja, criar a capacidade de correlacionar, aplicar, analisar e concluir), refletir sobre
o seu nivel de conhecimento e o relacionar a novos conceitos (STONEY E OLIVER, 1999).
Gibbons et al (2004) complementam ao afirmar que laboratérios virtuais séo eficientes para
0 processo de ensino-aprendizagem na area de ciéncias biologicas, ja que nem todos os
laboratérios educacionais possuem a tecnologia necessaria para a reprodugéo de trabalhos
cientificos desenvolvidos em laboratérios de pesquisa altamente especializados. O acesso a
estes resultados pode acontecer via internet, através de sites contendo micrografias de
qualidade, videos e outros dados de pesquisa, como no Summer Research Program for
Secondary School Science (http://www.scienceteacherprogram.org); Ted Salmon laboratory
(http://www.biology.unc.edu/faculty/salmon/lab); John Heuser laboratory
(http://heuserlab.wustl.edu); Howard Hughes Medical Institute - resource for educators
(http://www.hhmi.org/resources/educators); oBioseminars (http://www.ibioseminars.org); e
The National Center for Science Education (http://ncse.com) (MILLER, 2010).

Nos Estados Unidos, um numero cada vez maior de universidades centra seus
esforgcos no desenvolvimento de multimidias disponibilizadas via Internet. O departamento
de Biologia Molecular e Celular de Harvard criou The Inner Life of the Cell
(http://multimedia.mcb.harvard.edu/media.html) com o objetivo de despertar a motivacao do
aluno com a surpreendente complexidade dos processos celulares. A sociedade Americana
de Biologia Celular (ASCB) dedica-se conscientemente a educac&o. Inumeros recursos
didaticos podem ser encontrados no site mantido pela ASCB - BIOEDUCATE
(http://bioeducate.asch.org/) como uma galeria de videos e imagens
(http://cellimages.ascb.org). Além disso, essa sociedade publica, dentre outras, a revista
Journal of Cell Biology Education - CBE- Life Sciences (http://www.lifescied.org/). No site
Cells Alive (www.cellsalive.com) estdo disponiveis animagbes sobre eventos celulares,
assim como no Virtual Cell, criado pela North Dakota State University. O projeto University of
Arizona  Biology  Project  (www.biology.arizona.edu/Cell_bio/cell_bio.html)  possui
fotomicrografias, assim como 0s sites da Emory University
(http://physics.emory.edu/~weeks/confocal/), da University of Washington
(http://depts.washington.edu/keck/intro.htm), da Queen’s University em  Ontario
(http://meds.queensu.ca/qcri/flow/cri-cm.htm) e da University of Delaware
(http://www.udel.edu/Biology/Wags/wagart/confocalpage/confocal.html), especializados em
microscopia confocal. Ainda, muitos livros-texto de biologia celular e molecular
disponibilizam com a sua compra, multimidias criadas com o intuito de esclarecer eventos
fundamentais da area (O’'DAY, 2006): Molecular Cell Biology (LODISH et al., 2003), a quarta
edigdo do Molecular Biology of the Cell (ALBERTS et al., 2002), The World of the Cell
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(BECKER et al., 2003), Cell Biology (POLLARD E EARNSHAW, 2002) e The Cell: A
Molecular Approach (COOPER E HAUSMAN, 2004).

A animagdo, mais especificamente, assim como a videomicroscopia, permite ao
estudante converter um conceito abstrato em um objeto visual especifico. Contudo, sendo a
biologia celular e molecular um dominio visual, depende-se de um conjunto de
representagdes visuais (animagdes, imagens e diagramas) para descrever diferentes
aspectos das estruturas e eventos celulares, especialmente o muito pequeno para se
observar em microscopios ou extremamente rapidos e, portanto, de dificil visualizagao.
Ainda, as explicagdes visuais sdo mais atrativas e mais facilmente guardadas na meméoria
do que outras formas de comunica¢ao (JENKINSON E MCGILL, 2011). Razdes pelas quais
microscopios virtuais foram criados em outras areas do conhecimento, como na
histopatologia (www.webmicroscope.net), beneficiando a educagédo (LINDER et al., 2008).
Na patologia, o ambiente digital esta sendo utilizado para interpretar laminas histolégicas,
devido ao seu escaneamento em alta resolugdo ser o suficiente para se navegar e se
diagnosticar com clareza o conteudo presente (WANG et al., 2012).

Outro desafio a ser vencido quando se trata da utilizacdo de multimidias de
qualidade é onde encontra-las. Existem alguns sites que simplificam este trabalho ao reunir
multimidias e disponibilizar estes recursos: National Science Digital Library (http://nsdl.org),
Multimedia Educational Resource for Learning and Online Teaching
(www.merlot.org/merlot/index.htm) e Online Multimedia Teaching Tool (htttp://omtt.usc.edu)
(WALSH et al.,, 2011). Greenfield afirma que o ideal € que o ensino acontega por um

equilibrio entre multimidias, exercicios interativos e textos tradicionais (WALSH et al., 2011).

1.4 ENSINO X PESQUISA

O “Manifesto dos pioneiros da educagao nova”, criado na década de 30, concebeu a
universidade segundo uma triplice funcdo de investigacdo cientifica, docente e
popularizadora da ciéncia (XAVIER, 2012). Com a expansdao dos programas de poés-
graduacdo e delineamento de areas especificas de pesquisa — dentre elas, o ensino de
ciéncias - as organizagdes académicas assumiram de fato a responsabilidade de investigar
e procurar fatores e situagbes que melhorassem os processos de ensino-aprendizado. No
plano internacional o processo foi equivalente (KRASILCHIK, 2000). Sendo assim, pode-se
dizer que um das maiores equivocos da comunidade cientifica é a crenga de que o processo
educativo esteja fundamentalmente desvinculado da pratica cientifica (MILLER, 2010),

especialmente quando, como afirma Krahl et al (2009), se considera a possibilidade de se
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transformar a pesquisa em ato educativo e assim, converter a instituicdo de ensino em um
cenario de intercambio reflexivo e produtor de conhecimentos (SHEVEITZER et al., 2012).

Embora seja durante a educacgédo basica que os estudantes se interessem pela
ciéncia, € no ensino superior que eles aprendem as habilidades necessarias para entender e
realizar pesquisas ou adquirem conhecimento cientifico que servira para suas vidas como
professores, eleitores, politicos e pais (SAVKAR E LOKERE, 2010). Sendo assim, o ensino
superior deve ser adequado para assegurar o alto nivel cientifico da sociedade futura.
Contudo, o artigo da revista Nature - Time to Decide (SAVKAR E LOKERE, 2010) traz em
pesquisa realizada com professores/cientistas em 450 universidades de 30 paises diferentes
que mais da metade destes profissionais consideram a qualidade do ensino superior da sua
regiao pobre ou mediocre, devido a causas como deficiente preparacdo recebida pelos
alunos no ensino basico, falta de servicos de apoio aos estudantes universitarios (como
tutores e aconselhadores), estruturas de laboratérios inadequadas, custo proibitivo dos
recursos educativos e a continuidade da metodologia de ensino tradicional, baseada na
transmissao unilateral de informagoes, ao invés de ativa. As solugdes mais citadas pelos
entrevistados para melhorar o ensino superior foram “melhorar a educacao basica’ e
“‘melhorar a qualidade das aulas dos alunos na universidade”. Conclui-se que os
profissionais sabem que, como professores universitarios, podem transformar os desafios
herdados da educacdo basica. Realmente, a grande maioria deles (77%) considera suas
responsabilidades de professor tdo importantes quanto as de pesquisador. Entretanto, 41%
dos entrevistados sentem que as suas instituicbes valorizam mais a pesquisa, com mais
apoio, prémios e estabilidade no emprego, em detrimento da educagéo. Talvez seja por
essa razao que muitos professores pesquisadores se esquivem da funcao de professor em
favor da pesquisa, acreditando que o reconhecimento em uma area ocorra as custas do
reconhecimento na outra. A solugido seria garantir o reconhecimento, inclusive financeiro,
para profissionais na funcdo de professor. Shirley Tilghman, professora de biologia
molecular e presidente da Universidade de Princeton resume o paradigma atual “Nos
vivemos em uma aparente tenséo entre pesquisa e ensino porque estamos tentando cumprir
duas coisas ao mesmo tempo. Na verdade as duas areas deveriam ser vistas como
mutuamente benéficas” (SAVKAR E LOKERE, 2010). De fato, a pesquisa e 0 ensino em
biologia celular ndo sédo entidades separadas, mas partes interdependentes de um mesmo
organismo, ambas com papéis vitais para o futuro da area (MILLER, 2010). Sendo assim,
ensino e pesquisa podem se beneficiar reciprocamente (HUANG, 2000).

No Brasil, a maioria da pesquisa cientifica € conduzida em universidades publicas e,
portanto, por cientistas que s&o também educadores. Assim, o interesse em integrar

pesquisa e educacao esta cada vez maior devido a consciéncia publica da importancia da



18

ciéncia para o desenvolvimento nacional (ARAUJO-JORGE et al., 2004). Cabera aos
cientistas/educadores formular propostas curriculares atualizadas, relevantes e realistas,
nao so6 indicando as impropriedades, mas também propondo linhas de trabalho, sugestbes
para reformulacao e substituicao, e em especial, para se atuar em pontos de impacto para a
mudanga dos dados obtidos nos inimeros processos de avaliagdo (KRASILCHIK, 2000).
Nessa dissertagdo descreveremos como resultados de pesquisa com macréfagos podem
ser aplicados para a aprendizagem da fagocitose, tendo como base as pesquisas realizadas
no Laboratério de Célula Inflamatérias e Neoplasicas da UFPR, que de longa data tem a

pratica de disponibilizar seus resultados de pesquisa para aulas praticas.

1.5 O USO DOS RESULTADOS DE PESQUISA SOBRE FAGOCITOSE ACOPLADOS AS
TICs PARA A APRENDIZAGEM EM BIOLOGIA CELULAR

Pesquisa realizada nos sites Pubmed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/) e
ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com/) sob os termos phagocytosis education e afins
nao encontrou resultados significantes sobre a aplicagcdo de resultados de pesquisa ou
sobre a aplicacao das TICs para promover a aprendizagem da fagocitose. O mais proximo a
isso que se encontrou foi um artigo descrevendo certa metodologia de aprendizagem em
autofagia: os alunos eram orientados a ler um material didatico em casa para que, em aula,
respondessem a um teste sobre autofagia. Posteriormente, recebiam aula expositiva focada
em meétodos e técnicas de laboratério utilizadas para monitorar a autofagia. Na aula
seguinte, respondiam a perguntas e discutiam suas respostas, interpretando dados de
pesquisa sobre o assunto. Para finalizar, os alunos respondiam novamente a um teste,
desta vez com questdes mais complexas. Concluiu-se que esse tipo de atividade, na qual o
aluno constréi o seu conhecimento através da analise de dados laboratoriais, foi eficiente
para o ensino da autofagia (KLIONSKY E KUMAR, 2006).

No departamento de biologia celular da UFPR, resultados de pesquisa do
Laboratério de Células Neoplasicas e Inflamatérias da UFPR tém demonstrado aspectos
morfologicos e bioquimicos, em diferentes tipos de microscopias, relativos as varias fases
da fagocitose, como, dentre outras, a ativacdo do macréfago, a produgao de radicais livres,
a expressao génica, o fagossomo, a participacao de receptores, a atividade de inUmeras
enzimas e as func¢des de proteinas (LOPES et al.,, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2008;
CORDEIRO et al., 2008). Em paralelo, tem-se observado o alto potencial didatico desses
resultados, visto que mostram aspectos essenciais para a compreensdo da fagocitose.
Sendo assim, alguns destes resultados vém sendo utilizados rotineiramente nas aulas

praticas de Biologia Celular.



19

CAPITULO 2 — O PROCESSO DE FAGOCITOSE

O conhecimento sobre o processo de fagocitose € importante para os profissionais
da saude pois € a base sobre a qual se fundamenta muitos conceitos de imunologia. O
evento se caracteriza pelo reconhecimento, através de células especializadas, de
organismos invasores e sua posterior destruicdo intracelular, em compartimentos onde

atuam enzimas hidrolases.

2.1 FAGOCITOSE

Entre os protistas a fagocitose ocorre para que a célula adquira nutrientes, enquanto
que nos organismos multicelulares a funcdo deste evento evoluiu para defender o corpo
contra particulas estranhas (RUSSEL et al., 2009). A fagocitose envolve a ingestao de
particulas por uma célula. Em mamiferos as principais células fagociticas sdo o macréfago,
a célula dendritica e o neutrdfilo, podendo essas serem denominadas fagdécitos
profissionais.

Receptores dos fagocitos profissionais conhecidos como receptores de
reconhecimento de padrdées (PRRs) reconhecem padrées moleculares associados aos
patogenos (PAMPs). Uma grande variedade de receptores fagociticos podem reconhecer
componentes da superficie de patdgenos ou associados a patdégenos, ndo precisando que
ocorra o0 seu revestimento por anticorpos conhecido como opsonizacao (RUSSEL et al.,
2009). Dentro dessa categoria estdo os receptores Toll-like (TLRs), que detectam padroes
moleculares conservados em microrganismos, iniciando a resposta imunolégica inata, os
receptores scavengers que reconhecem inumeros ligantes, inclusive lipopolissacarideos e
lipoproteinas da particula a ser fagocitada e receptores de manose e manose dectina-1, que
se ligam a residuos de manose na superficie de bactérias e fungos e podem reconhecer
também, respectivamente, fucose e glucanas (ALAN et al., 1990). Dessa forma, ocorre a
adesdo da particula @ membrana do fagocito, e entdo o seu englobamento, formando o
fagossomo (LEWIS et al., 2012). Algumas das proteinas implicadas no processo de
englobamento sdo proteinas quinases, fosfatases, GTPases, enzimas modificadoras de
lipideos, complexos adaptadores, proteinas ligadas a actina e mediadores de fusao e fissdo
da membrana. A acdo das proteinas, cofatores e receptores causa uma remodelagem
localizada da membrana, devido principalmente a sua agcdo no citoesqueleto de actina, e
culmina na formagéao do fagossomo (SCOTT, 2003).

O fagossomo é formado com o englobamento da particula pela membrana
plasmatica do macréfago e posterior fusdo no topo da particula, ingerindo-a. O processo de

ingestdo segue o padrdo “modo-ziper”, receptor do macréfago e ligante da particula
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interagem por toda a superficie da particula levando a aposi¢gdo muito préxima entre
particula e membrana do fagossomo (HAAS, 2007). Sendo assim, estas interagdes se
formam por toda a superficie da particula. Juntamente com a reestruturacdo do
citoesqueleto celular, entdo, ocorre o processo de internalizacdo e fechamento da
membrana, formando o fagossomo (HAAS, 2007). Logo apds a formagdo do fagossomo
inicia-se a sua maturacdo. Em adig¢do, ocorre o burst oxidativo: reativos intermediarios do
oxigénio sdo gerados através da acdo da NADPH oxidase na membrana plasmatica durante
a formacgéao do fagossomo. Esse complexo gera anions superéxido (O,°") a partir de oxigénio
molecular, e radicais oxido nitrico (NO) a partir de arginina pela oxido nitrico sintase
(RUSSEL et al., 2009). O superoxido pode ser convertido em peréxido de hidrogénio pela
enzima superoxido dismutase. O superéxido pode se combinar com intermediarios do 6xido
nitrico e com ferro, gerando peroxinitrito e ferro hipervalente, respectivamente, compostos
nocivos e bactericidas.

O fagossomo funde-se transientemente com uma série de compartimentos
intracelulares, tais como sistema endossomal, corpos multivesiculares e até mesmo, alguns
estudos sugerem, reticulo endoplasmatico (GAGNON et al., 2002; RUSSEL et al., 2009).
Durante a maturagcdo do fagossomo ocorre a sua fusdo com endossomos iniciais/tardios e
lisossomos. Fagossomos do mesmo tipo celular contendo a mesma carga adquirem e
perdem seus marcadores de maturagdo com cinéticas muito similares durante as fusdes.
Sendo assim, fagossomos iniciais fundem-se preferencialmente a endossomos iniciais ou,
menos comumente, a endossomos tardios, enquanto que fagossomos tardios fundem-se
preferencialmente a endossomos tardios e lisossomos (HAAS, 2007). Endossomos iniciais
sao fracamente acidos (pH 6,1) e pobres em atividade hidrolitica. Endossomos tardios sao
caracterizados pela presencga de estruturas multivesiculares, limen acido (pH 5,5 a 6,0) e
proteases ativas. Lisossomos sdo mais acidos (pH 4,5 a 5,5) e repletos de proteases
maduras. Na fusdo entre compartimentos, as duas bicamadas lipidicas se unem
transientemente, sendo assim, seus conteudos podem ser trocados. Através das fusdes, o
lumen do fagossomo torna-se fortemente acidificado (pH 4,5) pela acdo da bomba de
prétons transmembrana, complexo adenosina trifosfatase (ATPase), a ATPase vacuolar,
responsavel por bombear protons para dentro do compartimento (HAAS, 2007). A
acidificacdo faz com que a interagdo entre o receptor do macréfago e o seu ligante na
levedura seja alterada, sendo o receptor desligado da sua carga. Dessa forma, ocorre o
processo de reciclagem, quando a bicamada lipidica em torno do receptor deforma-se para
formar uma pequena vesicula, contendo o receptor em sua superficie, que brota do
fagossomo e migra em direcdo a membrana plasmatica. Por fim, essa vesicula liga-se e

funde-se a membrana plasmatica, expondo o receptor na superficie celular. Sendo assim,
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ele pode novamente reconhecer o seu ligante e reiniciar o processo. Contudo, nem todos os
receptores sao reciclados, alguns seguem com o compartimento fagocitico. O brotamento
da vesicula devido a fatores como reciclagem de receptores (DAMIANA E COLOMBO,
2003), faz com que o tamanho do fagossomo permanecga praticamente constante, apesar de
sua fusdo a lisossomos e endossomos. As fusbes entre fagossomos e
endossomos/lisossomos possibilitam também o recebimento de enzimas hidrolases acidas,
sintetizadas no reticulo endoplasmatico e transferidas ao fagossomo através do sistema
endossomo-lisossomo (LUZIO et al., 2000; GRUENBERG, 2001; ESKELINEN et al., 2003).
Todas as hidrolases sao transportadas para os fagossomos através de proteinas
transmembranares, em vesiculas da rede trans do Golgi, antes de serem acumuladas nos
lisossomos. Dezenas de tipos diferentes de hidrolases (proteases, DNases, lipases, etc.),
que sao capazes de digerir a maioria das biomoléculas biolégicas s&o lancadas dos
lisossomos ao fagossomo, contribuindo para a digestdo da particula. O fagolisossomo
apresenta ainda uma pletora de proteinas de membrana tais como enzimas envolvidas na
producdo de radicais livres, proteinas envolvidas na apresentagdo de antigeno, préton
ATPases para manter o pH acido do compartimento, proteinas associadas aos filamentos do
citoesqueleto, proteinas estruturais (como LAMPSs) e transportadores de membrana para
importacao de moléculas do citoplasma e exportagcdo dos mondmeros oriundos da digestao.

Fagossomos sao formados em segundos ou minutos e se desenvolvem rapidamente.
Sao organelas transientes que eventualmente desaparecem. A regressao dessas organelas
no macrofago ainda nao esta esclarecida. Acredita-se que sofram fragmentagoes
sucessivas e que os compartimentos menores resultantes se fundam aos lisossomos e
endossomos e dessa forma desaparegcam do citoplasma (BOTELHO E GRINSTEIN, 2011).
Esse processo é bem diferente da fagocitose em um Paramecium, por exemplo, no qual os
residuos da digestao dos vacuolos digestivos sao secretados para o meio (KISSMEHL et al.,
2002).

A fagocitose é um evento celular extremamente dindmico, portanto o seu ensino é
facilitado pelo uso de elementos visuais tais como eletronmicrografias, videos e animagdes,
responsaveis por promoverem a criagao de representacbes mentais do processo pelos

estudantes.

2.1.1 Macréfago como modelo para o ensino da fagocitose

O macrofago foi descrito pela primeira vez no final do século XIX por Metchnikoff,
que observou este tipo celular em diversos tecidos (PERES E CURI, 2005). A descoberta e

caracterizagdo dos macrofagos se deram gracgas a sua capacidade de internalizar particulas
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grandes através da fagocitose (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). Os macréfagos derivam
de células precursoras mieldides da medula 6ssea que se dividem, influenciadas por fatores
determinadores de linhagens, produzindo os monécitos, os quais circulam no sangue
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

Nos vertebrados, os macréfagos séo fagécitos profissionais que residem em todos os
tecidos do corpo e sao especialmente abundantes em areas que apresentam alto potencial
de sofrer infecgcbes. Também estdo presentes nos tecidos conectivos, no figado, no baco,
nos nédulos linfaticos, nos espacos sinusoides, nos fluidos peritoneal, pleural ou sinuvial, no
colostro e nos espago alveolares. Estas células podem sobreviver por meses no tecido,
patrulhando-os e estabelecendo contato com os microrganismos invasores (ALBERTS et al.,
2010). Em certas regibes, os macréfagos recebem nomes diferentes como, por exemplo:
células de Kupfer, no figado; microglia, no sistema nervos central; células de Langerhans,
na pele; e osteoclastos, no tecido ésseo.

Os macrofagos possuem caracteristicas morfoldgicas bastante variaveis dependendo
do seu estado de atividade e do tecido que habitam (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).
Muitos macrofagos residentes nos tecidos estdo em estado quiescente, ou seja, sem sofrer
acao de nenhum estimulo. A sua morfologia € semelhante ao mondécito e eles apresentam
uma baixa capacidade de espraiamento (PERES E CURI, 2005). Essas ceélulas se
distinguem dos macréfagos encontrados em sitios inflamatérios, que se depararam com
estimulo proveniente de algum microrganismo ou de linfécitos, os chamados macréfagos
ativados. A ativagdo é caracterizada por um rapido aumento do metabolismo celular,
motilidade, atividade fagocitica e liberagdo de citocinas para atrair mais leucécitos para o
sitio inflamatério (PARSLOW, 2000). Essas alteracdes intensificam a responsividade do
macrofago ao invasor, pois a célula fagocitica adquire grande capacidade de proliferagao e
fagocitose, habilidade para aderir e espalhar-se em substratos. Além de que, a nivel
intracelular, ocorre a fusdo entre lisossomos e vacuolos endociticos, a producao de espécies

reativas e a sintese de enzimas (ALBERTS et al., 2010).

3. JUSTIFICATIVA

Para o ensino, especialmente de biologia celular, as explicagbes visuais sdo mais
atrativas e mais facilmente guardadas na memdéria do que outras formas de comunicagao.
Além disso, esta ferramenta promove a curiosidade e desperta o interesse para que o aluno
adquira conhecimento de forma independente. Levando-se em conta, ainda, a importancia

do macrofago para a defesa do organismo, justifica-se a construgdo de materiais didaticos
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virtuais, sobre a fagocitose em macrofagos, a partir de resultados de pesquisa, que possam

ser aplicados através de diferentes métodos de ensino.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma multimidia sobre fagocitose que desperte a curiosidade e

questionamentos dos alunos de graduagéo das areas bioldgicas e biomédicas.

4.2 METAS

e Selecionar resultados de pesquisa de projetos anteriores utilizando macréfagos que
possuam potencial didatico sobre o tema fagocitose e analisar o seu conteudo cientifico
a luz da bibliografia atual;

e Realizar microscopia eletrénica de transmissdao (MET) para esclarecer detalhes
ultraestruturais dos resultados previamente observados através de microscopia de luz.

e Construir filmes e animacdes, baseado em resultados de pesquisa, para a compreensao
da fagocitose;

e Construir uma multimidia virtual interativa em Adobe Flash baseada em resultados de
experimentos laboratoriais, mesclando imagens estaticas, videos e animagdes;

e Divulgar no meio cientifico nacional e internacional, com apresentacdo das
metodologias, dos resultados e de outros aspectos para implementacdo em

laboratérios educacionais que diponham de infraestrutura adequada.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 CRITERIOS DE SELECAO DOS RESULTADOS COM POTENCIAL DIDATICO

Resultados sobre macréfagos e fagocitose de leveduras obtidos ao longo dos ultimos

15 anos no Laboratério de Células Inflamatérias e Neoplasicas da UFPR foram analisados.
Para a selegao levou-se em consideragao os seguinte critérios:

e A possibilidade de serem trabalhados de tal forma que englobassem um ou mais dos

principais aspectos da fagocitose — adeséo, internalizagdo, maturacéo do fagossomo e

digestéo;



24

O rigor cientifico do material — os resultados deveriam representar eventos da
fagocitose em concordancia com o conhecimento cientifico atual, ou seja, amparados
na bibliografia;

e A aplicagdo didatica para a compreensdo da fagocitose — ficaram excluidos os
resultados muito especificos, que embora fundamentais para a pesquisa na qual foram
produzidos, ndo traziam acréscimos expressivos a abordagem didatica do conteudo de
fagocitose. Pelo contrario, poderiam produzir saturacao de informacdes, ndo essenciais
para aprendizagem sobre o evento celular e dificultar a compreensao.

e A alta qualidade visual, visto que este deveria ser um material didatico baseado em
microscopia;

e A possibilidade de complementacdo quando utilizados os resultados em conjunto.
Assim, aspectos que com uma metodologia ndo eram observados poderiam se tornar
claros com outra metodologia;

e O(Os aspectos que pudessem propiciar uma interpretacao errbnea deveriam ser
comprovados ultraestruturalmente, quer seja utilizando-se bibliografia ou com a
realizacao de experimentos. Assim, foram realizados experimentos em MET que
ampararam a interpretacdo dos resultados, além de trazerem novas informagdes a
respeito das fases iniciais da fagocitose.

As imagens escolhidas foram processadas com o uso do software Adobe Photoshop

para se tornarem visualmente adequadas a uma multimidia educacional, no entanto n&o

houve alteragao de seu conteudo cientifico.

5.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA AMPARAR A INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS PREVIOS UTILIZADOS

5.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos com aproximadamente trés
meses de idade cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas (SCB) da UFPR.
Todas as recomendagdes para manejo cientifico de animais da lei nacional (N° 6.638, 5
denovembro de 1979) “Normas para Pratica Didatico-Cientifica da Vivissecagdo de Animais”
foram respeitadas, além de aprovadas no Comité de Etica

em Experimentacao Animal (CEEA) sob o nimero 568.
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5.2.2 Coleta de células

Apos a ortotanasia dos animais, a exposi¢cao do peritbneo foi realizada através do
rompimento da pele ventral. Com uma seringa de 10 ml e agulha estéreis, foi injetado na
cavidade peritoneal tampao PBS (Phosphate Buffer Solution), pH 7,2, gelado (4°C) e
também estéril. Apds agitar a solugao salina no interior do periténio, para que os macréfagos
presos na parte interna fossem soltos, a solugdo contendo macréfagos do peritbneo foi
aspirada através da acaoizagdo da mesma seringa. Esse lavado foi transferido para um
recipiente estéril e acondicionado no gelo. Ao final da coleta, o pool de células foi contado

em camara de Neubauer e microscépio de luz Nikon®.

5.2.3 Cultivo de células

Os macrdéfagos obtidos foram mantidos em meio de cultura “Dubecco’s Modified
Eagle Medium” (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, contendo penicilina 1
U/ml e estreptomicina 1 ug/ml. As células foram acondicionadas em estufa a 37°C e

atmosfera de 5% de CO..

5.2.4 Incubacédo dos macrofagos com Saccharomyces cerevisae

Uma aliquota de Saccharomices cerevisiae, mantida a -20°C, foi lavada trés vezes
com PBS. Imediatamente antes do inicio de cada experimento, as leveduras foram
suspendidas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) sem soro fetal bovino. O
numero de células foi determinado com a utilizagdo de uma camara de Neubauer e
ajustado, quando necessario. Posteriormente, as leveduras foram incubadas com os
macrofagos a uma taxa de 10:1 (macrofagos: leveduras). Passados 20 minutos, as
leveduras nao aderidas foram retiradas e os macréfagos, cultivados por 30 minutos em
incubadora a 37°C contendo 5% de CO,.

5.2.5 Microscopia eletréonica de transmissao (MET)

As células foram pré-fixadas com glutaraldeido 2,5% e tamp&o cacodilato de sddio
0,1 M, por duas horas em temperatura ambiente. Apds-lavagem em tampao cacodilato, as
células foram fixadas em tetroxido de ésmio 1% e em tampao cacodilato de sédio 0,1 M e
pH 7,2, durante aproximadamente uma hora no escuro. Ocorreu entdo a desidratagcdo em

acetona (70, 90 e 100%), infiltracdo em mistura de epon:acetona em série decrescente e
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emblocagem em epon. Apds a polimerizagdo em estufa a 60°C, os blocos foram cortados
em ultramicrétomo e os cortes contrastados com citrato de chumbo e acetato de uranila.

A observacao das telas se deu no microscopio eletrénico de transmissao Jeol 1200
EXIl do Centro de Microscopia Eletronica da UFPR e a captura das imagens foi feita através
do uso de negativos. As imagens obtidas foram processadas com o uso do software Adobe
Photoshop no sentido de se tornarem mais didaticas, mas sem alteragdo de seu conteudo

cientifico.

5.2.6 Selecdo e edicdo de videos didaticos

Varios videos capturados em DIC e microscopia de luz (células sem tratamento
algum e células na presenga da coloragdo vermelho neutro) foram selecionados ilustrando
diferentes aspectos da fagocitose. Para tal, levou-se em consideracdo o seu potencial
didatico e a clareza visual. Os videos em formato AVI foram acelerados e editados em
Adobe Premiere, sem modificacdo de seu conteudo cientifico. Varios recursos de edicao
foram utilizados, como a inclusédo de legendas para facilitar a compreensao de seu conteudo

pelo usuario.

5.2.7 Construcao de animacodes

As animagobes foram construidas a partir de imagens reais obtidas por DIC ou por
microscopia de luz com a coloracdo Giemsa. As imagens originais foram editadas no
software Adobe Photoshop, com o acréscimo de representagdes graficas construidas no
proprio Adobe Photoshop. Quadros sequenciais foram produzidos, constituindo uma
sequenca de imagens, importada pelo programa IMAGEJ e exportada como videos no

formato AVI. Por fim, os videos foram editados utilizando o programa Adobe Premiere.

5.3 FOTOGRAFIA DE EXPERIMENTOS PARA CONSTRUGCAO DA ANIMACAO

Foram capturadas, utilizando a camera CANON E 200, imagens de pipetas, placas
de Elisa e outros itens de laboratério para a construcido de uma animacao interativa sobre
cultivo celular. As imagens foram processadas com a utilizacdo do software Adobe

Photoshop e a animacéo foi construida utilizando-se o software Adobe Flash.
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5.4 DESENVOLVIMENTO DA MULTIMIDIA

Foi construido um storyboard, ou seja, uma estdria didatica que se inicia com um
texto introdutdrio sobre o assunto, prossegue com a realizagao interativa do experimento em
questao e culmina na observagéo e analise das imagens das microscopias.

Utilizando programas de edicdo de imagens e videos, Adobe Flash e Fireworks, foi
desenvolvida a construgdo da multimidia em modo de apresentacédo (1024X768 pixels) no
formato executavel onde o usuario pode navegar pelo storyboard seguindo uma sequéncia
planejada e interativa. A ferramenta Flash foi usada como base para mesclar imagens,
videos e interatividade trazendo o usuario para dentro do laboratério. Sequéncias de
animacdes foram aplicadas a fim de aproximar da realidade o processo de experimentagao

observagao in vitro.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a escala microscopica das células e da enorme variedade de técnicas de
visualizagao celulares nao é surpresa que estudantes fiquem inspirados € ao mesmo tempo
tenham dificuldades em compreender a morfologia das células (LIU, 2007). A complexidade
dos processos moleculares e celulares aumenta ainda mais o grau dessas dificuldades
(MCCLEAN et al., 2005). Considerando que o sentido da visdo permite a coleta de
informacées do meio para a formagdo de conceitos (MCCLEAN et al., 2005), uma
possibilidade de ensino de conceitos na area de biologia celular, em especial, na fagocitose,
seria através da utilizagdo de imagens, sempre associadas a linguagem. Nas secdes
seguintes serdo descritos e discutidos os resultados selecionados, enfocando-se quais os

aspectos da fagocitose podem ser compreendidos a partir de cada um deles.

6.1 SELEGCAO DOS RESULTADOS COM POTENCIAL DIDATICO

A microscopia € uma importante ferramenta educacional na area da biologia celular
devido a sua capacidade de oferecer visualizagcdo adequada das estruturas presentes na
célula. Sendo assim, diferentes técnicas microscépicas, cada uma com suas
particularidades e objetivos de ensino, foram analisadas com a finalidade de propiciar a
conversdo de um conceito abstrato em um objeto visual especifico, que pode ser
mentalmente manipulado (MCCLEAN et al, 2005), com o intuito de esclarecer o dindmico

evento da fagocitose.
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A tabela abaixo representa uma visdo geral dos conteudos essenciais para a
compreensao da fagocitose e os relaciona as metodologias de pesquisa selecionadas que

produzem resultados que propiciam o aprendizado destes topicos.

Conteudo didatico Metodologia para a obtencéo dos resultados
Adesao DIC, microscopia de luz e coloracédo de Giemsa
Internalizagao DIC, microscopia de luz e coloragido de Giemsa
Maturagao do fagossomo Coloracao de Giemsa, captura do vermelho neutro
(acidificacao) e citoquimica para fosfatase acida (enzimas
hidroliticas)
Digestao DIC, microscopia de luz e coloragido de Giemsa

Tabela 1 - Visado geral das metodologias em microscopia de luz que produzem resultados com alto
potencial didatico

Todos os resultados e experimentos em microscopia de luz podem ser utilizados
através das mais diferentes abordagens pedagogicas. Contudo, a forma de aplicagao
desses resultados no processo ensino aprendizagem depende de uma série de variaveis,
como duragdo das aulas, numero de aulas, recursos da instituicdo, seguranga do
laboratério, experiéncia e objetivos do professor e disponibilidade de técnicos. Os resultados
podem ser desenvolvidos no laboratério de forma padronizada ou variando as diferentes
condigbes experimentais, na forma de projetos, de aulas praticas ou da simples visualizagao
e analise de micrografias. Os resultados podem ser ainda aplicados na forma de perguntas
ou problemas, visto que o aprendizado significativo ocorre quando o estudante € ativo no
processo de ensino-aprendizagem, relacionando, analisando e integrando conceitos
(MAYER, 2010).

6.1.1 Aplicacdo dos resultados de pesquisa através da experimentacdo no laboratério

didatico

A experimentacgdo pelos estudantes pode encontrar muitos entraves. Especialmente
em nosso pais, a falta de recursos financeiros, a auséncia de infraestrutura e equipamentos,
a escassez de pessoal técnico, a estrutura dos curriculos, a falta de seguranca em
laboratério didaticos, dentre outros, dificultam a realizagdo dos experimentos. Dentro deste
contexto, a construgcdo de um material didatico vitual, embora n&o substitua a pratica
laboratorial, pode ser um recurso vantajoso e de facil aplicagdo para a compreensio da
fagocitose partindo-se de resultados reais.

Nos topicos seguintes serdo descritos e discutidos, além da criagdo da multimidia,
os resultados selecionados e como eles podem axiliar na compreensao da fagocitose. Além

disso, em varias situagdes, os resultados serdo apresentados vinculados a questbes, para
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se exemplificar problemas que poderiam ser propostos aos estudantes durante o
desenvolvimento das atividades, tendo em vista o carater ativo do estudante na construcao

de seu conhecimento

6.2 COMPREENDENDO A FAGOCITOSE ATRAVES DE DIC E MICROSCOPIA DE LUZ

As figuras 1 (quadros dos videos 1 e 3, capturados através de DIC) e 2 mostram
alguns dos principais eventos da fagocitose que podem ser explorados através de DIC e
microscopia de luz, respectivamente. Com um sistema de lentes acoplado ao microscépio
de luz, DIC produz imagens em relevo a partir de objetos praticamente transparentes e com
indices de refragdo distintos, sendo que a velocidade da luz é alterada conforme ela
atravessa estruturas com indices de refracao diferentes (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).
Assim, podemos distinguir com precisdo o que € o macroéfago e o que é a levedura na
imagem. A visualizacdo das células vivas, por DIC ou microscopia de luz comum, inclusive,
desperta o interesse do estudante pelo evento celular, pois ele acompanha a célula viva,
visualizando as modifica¢gdes na morfologia celular conforme elas surgem, ou seja, notando
a dinamicidade do processo. Os videos resultantes de DIC e microscopia de luz podem ser
utilizados de diferentes formas pelo professor, como em aulas classicas, expositivas
dialogadas ou como resultados de pesquisa, nos quais o estudante se baseia para analisar
e interpretar eventos dindmicos. Através destas metodologias, pode-se compreender a

adesao, internalizacédo, maturacao e digestao, aspectos cruciais da fagocitose.
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Figura 1. Imagens estéaticas representando a fagocitose de células in vivo A. Macréfagos
ativados contudo sem leveduras fagocitadas exibindo morfologia achatada, muitas projegdes
celulares (setas finas) pequenos granulos intracelulares (seta grossa) e nenhuma grande organela
(asterisco) B. Levedura aderida (asterisco) ao macrofago observado. Note que a levedura (seta
grossa) que estava se movendo devido ao fluxo do meio choca-se a levedura aderida (asterisco).
Observe a presenga de filipddios (setas finas e colchetes). C. Citoplasma do macréfago repleto de
leveduras, numeradas de 1 a 13. Note a fina extenséo celular (seta) que se dilata no ponto de
internalizacdo da levedura 14. D-F. Trés frames sequencias mostrando o inicio da internalizacdo de
leveduras (asterisco). Note as modificagcbes das extensdes citoplasmaticas durante este processo
(setas) G-H: Dois frames sequencias mostrando leveduras (asterisco branco) no citoplasma apical e
outras (asteriscos pretos) no interior do citoplasma assim como corpos intracelulares (setas grossas).
Note a mudanca em sua localizagao, indicando movimentos intracelulares. Barra: 5 um.



31

Figura 2. Fagocitose observada através de microscopia de luz. A. Macréfagos nao incubados
com leveduras. Note a superficie celular achatada e lisa (astrisco). Granulos intracelulares podem ser
observados na periferia celular (seta) B. Adesdo de leveduras ao macréfago (seta) C. Diversas
leveduras internalizadas (setas) observadas. D. Fagolisossomo contendo material desorganizado,
provaveis residuos de digestdo (seta grossa) . Barra: 5 um.

6.2.1 Adeséo e receptores

Os videos 1 e 4, bem como a figura 2B, ilustram a adesédo entre leveduras e
macrofagos. A figura 1B, quadro do video 1, ilustra mais especificamente leveduras aderidas
(setas grossas) que nao se separam do macréfago, apesar do choque com leveduras livres
(setas finas) movimentando-se devido ao fluxo do meio de cultura. Sendo assim, conclui-se
que o fluxo é suficiente para mover leveduras livres, entretanto insuficiente para mover
leveduras aderidas. Sugere-se, portanto, que a adeséo entre levedura e macrofago, devido
ao reconhecimento do polissacarideo da parede celular da levedura (manana) por
receptores nos macrofagos (receptor de manose e receptor de manose dectina-1), seja

extremamente forte (ALAN et al., 1990). Estes resultados suscitam a indagacao: “Quais
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forgas ligam leveduras a macrofagos?”. Uma vez respondida esta questdo: “Quais sdo os
tipos de receptores do macrofago? O que eles reconhecem?”.

Para a discussao destas indagacdes e complementar a visualizagdo de células por
DIC, excelentes revisbes podem ser utilizadas, como Haas (2207) e Russel (2009). Elas
detalhardo a funcdo de receptores como os receptores Toll-like (TLRs), os receptores
scavengers, os receptores do complemento e os receptores de manose.

Outro aspecto importante a ser mencionado sobre receptores é a sua capacidade de
ativagdo de rotas metabdlicas. Estas transformagdes moleculares desencadeiam
modificagbes variadas, incluindo morfolégicas, como observado nas figuras 1 D-F e no
video 1. Pode-se discutir a questdo: “Como sao ativadas tais rotas metabdlicas?” em
maiores detalhes através da explicacdo de que o reconhecimento de padrbes moleculares
dos microrganismos pelos receptores dos macréfagos, conforme representado na figura 3,
desencadeiam cascatas de sinalizacdo que levam a inumeras transformacdes da atividade
celular, como a reorganizagdo do citoesqueleto, ativacdo da expressdo génica com a
producdo de mediadores inflamatérios e citocinas e ativacdo de produgdo de radicais livres
(HAAS, 2007 e RUSSEL, 2009). Estas cascatas de sinalizacdo envolvem proteinas kinases,
fosfatases, GTPases, enzimas modificadoras de lipideos, complexos adaptadores, proteinas
ligadas a actina e mediadores de fusédo e fissdo da membrana.

Estes resultados podem ser integrados a conteudos trabalhados em diferentes
disciplinas. Por exemplo, ao se enfatizar que a fagocitose de patdgenos é critica para o
sistema imunoldgico, pois a sua sinalizagdo culmina na resposta imunolégica do tipo
adaptativa (RANG E DALE, 2001), abre-se a possibilidade da integragdo com a imunologia.
Este dialogo entre disciplinas faz com que o estudante desenvolva a capacidade de
relacionar conteudos vistos em disciplinas distintas, aprimorando o desenvolvimento de

pensamentos de alto nivel.
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Figura 3. Adesdo das leveduras ao macréfago. Observe em A a levedura (seta) aderida ao
macrofago (asterisco). Essa interagdo acontece através dos receptores de membrana do macrofago
que se ligam as moléculas da parede celular da levedura, com o mostrado na figura B. Uma vez
ligados os receptores desencadeiam cascatas de ativagao de rotas metabdlicas.

6.2.2 Internalizacio

Pela simples comparagao entre células nao incubadas com leveduras (Fig. 1A e 2A)
com células incubadas (Figs. 1C, 1G, 1H, 11, 2B e 2C) é possivel constatar que os
macrofagos internalizaram leveduras, e essas aparecem no interior celular de forma
inequivoca. Observa-se também o grande numero de leveduras fagocitadas por um unico
macrofago (Fig. 1 C).

Os videos 1 e 4 mostram alguns dos eventos da fagocitose que podem ser

observados através de DIC, dentre eles a internalizacdo de leveduras.

6.2.3 Remodelagem de membranas e fontes de membranas dos fagossomos

De modo geral, os livros didaticos, como o de Alberts et al (2010) ndo discutem a
dindmica das membranas durante a formacdo do fagossomos. Comparando-se imagens
como as figuras 1A e 1C, observa-se que ndo ha uma reducédo no tamanho da area da
membrana plasmatica com a internalizagdo de grandes quantidades de leveduras. Portanto,
pode-se propor aos estudantes a questao “Qual é a fonte de membranas para reposi¢cao da
membrana plasmatica durante a fagocitose?”

De fato, existem duas hipoteses, conforme mostrado na figura 4. A primeira hipétese,
convencional, propde a incorporacao de vesiculas derivadas do Golgi e de endossomos
iniciais ao fagossomo em formagao, mantendo praticamente constante a area da membrana

plasmatica (Fig. 4, modelo A). A segunda hipétese, postulada recentemente, propbe a fusédo
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do reticulo endoplasmatico ao fagossomo, suprindo, dessa forma, a necessidade de
membranas para a sua formagao (Fig. 4, modelo B) (TOURET et al., 2005; ROGERS E
FOSTER, 2007). Haas (2007) aponta que a fonte de membranas depende da célula
fagocitica em questao, do seu tamanho, estrutura quimica e também do formato da particula

a ser fagocitada. Possivelmente, receptores dos macréfagos sejam os responsaveis por

ativar diferentes estoques de membrana intracelulares.

Figura 4. A origem das membranas durante a fagocitose. Observa-se quantidade de fagossomos
do macréfago em A, o que implica na necessidade do fornecimento de membranas. A origem destas
membranas & explicada pelos dois modelos propostos em B. Modelo A propde que a membrana é
reposta por vesiculas oriundas do complexo de Golgi e endossomos, enquanto o modelo B sugere
que o reticulo endoplasmatico também pode se fundir diretamente ao fagossomo em formagao.

6.2.4 Formacao de pseuddpodos, internalizacdo e citoesqueleto

Um dos inUmeros processos celulares desencadeados pela ativagao dos receptores
dos macrofagos € a remodelagem dos filamentos de actina, o que da suporte mecéanico aos
pseuddpodos e ao processo de internalizagdo (YEUNG et al., 2006). Embora a observagao
de células vivas sem algum tipo de marcacéo nao permita a visualizagdo dos filamentos de
actina, resultados como os observados nas figuras 1D-F e 5A, e nos videos 1 e 2, levam a
seguinte questado, que pode ser proposta aos estudantes: “Tendo em vista a caracteristica
fluidez da membrana plasmatica, como se explica que tenha a forca mecanica necessaria
para englobar uma estrutura tdo grande como uma levedura?”

Utilizando-se a bibliografia, torna-se possivel extrapolar esses resultados e
compreender o papel dos filamentos de actina na formacado dos pseudépodos. Como se
sabe, acontece a despolimerizagdao da rede cortical de filamentos de actina e a sua
repolimerizagdo, no sentido a sustentar mecanicamente as projecbes celulares que se
formam ao redor do material a ser fagocitado (GIRAO et al., 2008 e SWANSON, 2008), e a

reorganizar a base do fagossomo nascente.
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Diversos filmes publicados online, apresentando resultados obtidos a partir de

avangadas metodologias, suportam esta interpretagao (tabela 2).

Site Referéncia
http://mcbi.ouhsc.edu/clarkelab/phagocytosis_movies/Clark Clarke e Maddera,
e_Movie1.mov 2006
http://www.molbiolcell.org/content/vol0/issue2004/images/d Hoppe e Swanson,
ata/E03-11-0847/DC1/video1.mov 2004
http://jcs.biologists.org/content/vol119/issue9/images/data/1 Herant et al., 2006
903/DC1/JCS02876movie1.mpg

Tabela 2. Filmes que apresentam o remodelamento da actina durante a fagocitose.

Remodelagem dos filamentos de actina

Figura 5. Grandes modificagdes morfologias na pare apical do citoplasma sé&o verificadas na
fagocitose. A. Observe as projecdes citoplasmaticas (setas) ao redor da levedura (asterisco). B.
Esquema representativo da remodelagem dos filamentos de actina. Observe que as projecdes
celulares (setas) sdo sustentados mecanicamente pelos filamentos de actina e que a rede cortical
deste filamentos torna menos espessa na base da regido de internalizagao

6.2.5 Movimentacdo dos fagossomos no citoplasma

As figuras 1G-H e os videos 3 e 4 mostram dois momentos sequenciais da
movimentacgao dos fagossomos/fagoslisossomos no citoplasma. O fagossomo desloca-se
no citoplasma através de proteinas motoras e microtibulos. Da mesma forma, a fusado entre
compartimentos requer o correto posicionamento dos mesmos, proporcionado pelos
microtubulos (BOTELHO E GRINSTEIN, 2011). Além disso, estes filamentos de tubulinas
s&0 os responsaveis pelo transporte das vesiculas que partem do fagossomo em dire¢ao a

membrana plasmatica, durante a apresentagao de antigenos (ARAKI, 2006).
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6.2.6 Maturacéio e digestio

Células como as observadas na figura 1| e video 1 mostram residuos no interior de
grandes compartimentos, sugerindo a degradacao do material internalizado. Baseando-se
nesses resultados e na literatura, torna-se possivel discutir a maturagéo dos fagossomos. E
consenso que, através da maturagcado, uma série coordenada de fusdes entre o fagossomo e
compartimentos do sistema endossomal e lisossomal, forma-se o fagolisossomo (LEWIS et
al., 2012), compartimento de pH acido que contem hidrolases que atuam na digestao da

levedura.

6.3 COMPREENDENDO A FAGOCITOSE ATRAVES DA COLORAGCAO GIEMSA

A coloragdo Giemsa, metodologia classica que possibilita a diferenciacdo entre
leveduras recém internalizadas pelos macrofagos e leveduras que ja sofreram a agao das
enzimas hidrolases, mostra com clareza as alteragées morfolégicas em leveduras fixadas e
coradas. Portanto, para a observacao da digestdo, dentre as metodologias analisadas, esta
seria a mais adequada, sendo um método barato e de facil de execucgao, possibilitando a
observacdo de varios eventos importantes da fagocitose, conforme descrito nos itens a

seqguir.

6.3.1 Adesao

Através da coloragcao Giemsa, assim como por DIC, é possivel observar a adesao

(Figs. 6 A-B e 7, setas pretas).
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Figura 6. Estagios da fagocitose. A-D - Coluna da direita: fotomicrografias sem nenhuma
edicdo. Coluna da esquerda: fotomicrografias ampliadas e editadas. Observe na figura A a
levedura aderida ao macréfago, representativa do estagio de adesdo. Em B, na etapa seguinte, a
levedura comecga a ser internalizada. Em C, a levedura encontra-se completamente internalizada,
sendo acomodada dentro do fagossomo. Em D, a maturagao do fagossomo. E - Os estagios finais da
fagocitose.os fagolisossomos apresentam somente residuos da levedura, ja digeridas, dentro do
compartimento.
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6.3.2 Internalizacio

A coloracdo Giemsa possibilita a verificagao de leveduras em diferentes estagios de
internalizagéo até a sua inclusado no citoplasma (Figs. 6 B e 7, setas brancas). O fagossomo
formado é facilmente vizualizado no interior do citoplasma (Figs. 6C e 7, setas rosas). O
processo de ingestdo segue o padrdo “modo-ziper’ no qual o receptor do macrofago e
ligante da particula interagem por toda a superficie da particula levando a aposicao muito
proxima entre particula e membrana do fagossomo (COSSAR E SANSONETTI, 2004),
como representado nas figuras 6 B-C. Assim, nos primeiros momentos da internalizagao do
fagossomo, as imagens observadas sugerem que a levedura estd em contato direto com o
citoplasma, visto que nao se vizualiza membrana em microscopia de luz (Figs. 6C e 7, setas

rosas). Os resultados obtidos através de MET confirmam que fagossomos recém formados

apresentam levedura ainda totalmente ligada a membrana fagossomal (Fig. 18).

- s v
Figura 7. Fases iniciais da fagocitose. Observa-se leveduras aderidas (setas pretas), em processo
de internalizagao(setas brancas), internalizadas sem halo claro ao redor (setas rosas) e internalizadas
com halo claro ao redor somente em uma parte do fagossomo (setas azuis) e com um halo claro ao
redor de toda a levedura (seta amarela).
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6.3.3 Receptores e maturacdo dos fagossomos

Morfologia arredondada e cor intensa sao observadas nas leveduras nao
internalizadas (Figs. 6A e 7, setas pretas). Estas caracteristicas permanecem durante os
primeiros estagios apds a internalizacao (Figs. 6 A-D). A medida em que o fagossomo
amadurece, verica-se a separagao entre a levedura e a membrana fagossomal (Figs. 6E e
7, setas azuis e seta amarela; Fig. 8, setas brancas). Verifica-se também grandes
alteragdes de formato e de cor nas leveduras (Fig. 8, setas azuis e seta preta), em contraste
com o que se observa em certas leveduras, que parecem estar em contato com o
citoplasma (Figs. 6C e 7, setas rosas; Fig. 8, setas amarelas). Estes resultados podem ser

usados pelo professor pois intrigam e suscitam questionamentos como : “O que leva a estas

alteragbes morfologicas?”; “O que representa o halo claro ao redor das leveduras?”.

Figura 8. Estagios avancados da fagocitose. Leveduras logo apds a internalizacdo (setas
amarelas) mostram cor intensa e sem alteragdes morfolégicas maiores; leveduras com halo claro ao
redor (setas brancas) evidenciam seu desligamento dos receptores; leveduras em estados
adiantados de digestdo (setas azuis) exibem grandes modificagdes morfoldgicas; fagolisossomos
com pouco residuo (seta preta) demonstra estado avangado da digestao.

Para responder a essas questbes, torna-se necessario conhecer a maturagdo dos
fagossomos. Resumidamente, a medida em que o fagossomo funde-se sequencialmente a
endossomos e lisossomos, o ambiente bioquimico muda e o pH fica mais acido (BOTELHO

E GRINSTEIN, 2011). Dependendo do receptor envolvido neste processo, a interagao com o
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ligante (levedura) se altera, sendo o receptor desligado de sua carga, retornando a
membrana plasmatica no processo de reciclagem (BUCHI E SOUZA, 1992) e gerando um
halo entre levedura e membrana fagossomal,agora ndo mais unidos. A figura 9 apresenta
alguns quadros da animagao do video 9 (construido a partir da célula mostrada na figura
6D), representando o retorno dos receptores a membrana plasmatica. Além da reciclagem
dos receptores, sdo mostrados na animagao, a fusdo entre fagossomos e endossomos
seguida da fusao entre fagossomos e lisossomos e digestdo. Dessa forma, as leveduras que
apresentam um halo claro incompleto ao seu redor, como observado na figura 6D,
representam os primeiros estagios da maturagédo, quando acontece o desligamento gradual
entre os receptores e a parede celular da levedura. Como a levedura ainda apresenta um
aspecto integro (morfologia arredondada e cor intensa), conclui-se que a sua digestao ainda

nao se iniciou de maneira significativa.

s

Figura 9. Reciclagem de receptores. Receptores desligados da levedura (quadrado lilas) s&o
removidos do fagossomo através de brotamentos de vesiculas (quadrados amarelos), que migram
até a membrana plasmatica (quadrados verdes), fundem-se e incorporam-se a ela (quadrados lilas).

A medida em que o fagossomo amadurece, devido entre outros eventos, as fusbes
com endossomos/lisossomos (Fig. 10), ele adquire a capacidade de degradar o material

internalizado. No modelo utilizado as alteragbes morfolégicas nas leveduras sao facilmente
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observadas, como mostrado nas figuras 6E-F e na figura 8 (setas azuis). Essas alteragbes

evidenciam o processo de digestao.

Figura 10. Maturacdo do fagossomo. Sequéncia de fusdes de vesiculas do sistema
endossomo/lisossomo que se inicia com o fagossomo inicial e culmina no fagolisossomo.

6.4 COMPREENDENDO A ACIDIFICACAO DO FAGOSSOMO ATRAVES DA CAPTURA
DO VERMELHO NEUTRO

A molécula de vermelho neutro € uma base fraca e lipofilica, que no estado nao
protonado, difunde-se através das membranas. Uma vez dentro dos compartimentos acidos
(como endossomos, lisossomos e fagolisossomos), torna-se protonada (TIMMERS et al.,
1995) e contida no compartimento, corando-o de vermelho, como observado na figura 11.
Esta coloragéo foi muito usada para estudar o sistema lisossomal de macrofagos durante a
fagocitose e também em testes citotdxicos, devido a se acumular no interior de lisossomos

intactos.
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Figura 11. Mecanismo de coloracdo vermelho neutro. A molécula do vermelho neutro, em sua
forma nao protonada (Fig. A) atravessa livremente as membranas bioldgicas. Quando esta molécula
entra em contato com prétons (H+) presentes em compartimentos acidos, ela torna-se protonada (Fig.
B). Neste estado, a molécula de vermelho neutro fica impedida de atravessar membranas bioldgicas,
sendo retida no interior dos compartimentos acidos e portanto corando-os de vermelho.

A microscopia de luz com a utilizagdo do vermelho neutro pode ser extremamente util
para, ap6s obter o conhecimento do modo de funcionamento do vermelho neutro, o
estudante realizar o reconhecimento de compartimentos acidos, a partir da aplicagao do seu
conhecimento prévio sobre vermelho neutro e fagocitose. Ainda, a microscopia com
vermelho neutro € uma metodologia que utiliza células vivas, portanto, o estudante observa
o desenvolvimento do processo de acidificacdo do compartimento, notando a mudanga da
coloragado da organela, como observado nos videos 10 e 11. Dessa forma, desperta-se o
interesse do estudante e o aproxima da realidade do processo. O professor pode guiar o
estudante neste caminho ao questiona-lo: “Por que o0s compartimentos apresentam
coloragao diferenciada? Qual é a relagdo entre a cor do compartimento e o seu grau de
maturagao?”. A observagado de que macréfagos néo incubados com leveduras apresentam

numerosas vesiculas coradas (Fig. 12A) apoiam o conceito de que as vesiculas vermelhas
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observadas sdo compartimentos acidos, correspondendo a endossomos ou lisossomos
(BOUVIER et al., 1994; GARIN et al., 2001; HAAS, 2007; RUSSEL et al., 2009).

Apoés incubagdo dos macrofagos com leveduras, nota-se que leveduras vivas (Fig.
12D) e mortas (Fig. 12F) ndo se coram na concentracdo de vermelho neutro usada nesses
testes. Em concentragbes maiores, contudo, leveduras mortas (Fig. 12G) se coram
homogenamente. Portanto, as leveduras vermelhas no interior dos fagolisossomos
demonstram que este compartimento tornou-se acido, retendo o vermelho neutro
(TRAVERS et al., 2007) em concentragdes altas o suficiente para corar leveduras (Fig. 12E).

Assim, sugere-se que leveduras coradas (Figs. 12B-C) foram mortas no interior dos

fagolisossomos.

Figura 12. Acidificacdo do fagossomo observada por captura do vermelho neutro. A-C. Captura
do vermelho neutro por macrofagos A. Macrofagos ndo incubados com leveduras contendo
diversas pequenas vesiculas acidas (setas) B. Macrofago incubado com leveduras contendo
pequenas vesiculas com vermelho neutro (setas finas) e diferentes padrbes de coloragdo nos
fagossomos/fagolisossomos: sem coloragdo (seta grossa), levemente corada (asterisco branco),
intesamente corada (asterisco preto) C. Todas as leveduras internalizadas apresentando intensa
coloracédo vermelha (asterisco). Note poucas vesiculas no citoplasma (seta). D-G. Captura do VN por
leveduras. D. Levedura viva nao corada por vermelho neutro. E. Levedura capturando gradualmente
o vermelho neutro F. Levedura morta nao corada por vermelho neutro (baixas concentragoes). G.
Levedura morta corada por vermelho neutro (altas concentragdes).

Como a coloragdo vermelho neutro pode diferenciar, nas células vivas, os
compartimentos acidos dos compartimentos com pH neutro e basico (Fig. 13), pode-se
observar células nas quais nenhum fagossomo esta corado (Fig. 13A), ou seja, fagossomos
iniciais ainda n&o tendo iniciado a sua sequéncia de fusbes; células com compartimentos
com diferentes graus de coloracao (Fig. 13B); e células com todos os compartimentos
corados (Fig. 13C), ou seja, quando o fagolisossomo ja esta acido. Outro aspecto
interessante é a proximidade de vesiculas coradas (endossomos tardios/lisossomos) aos

fagossomos (Fig. 13 A), necesséria para os processo de fusdo. Nos videos 10 e 11, é
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possivel observar a coloragédo gradual de leveduras, ou seja, a acidificagao, em andamento.
A observagao do fato em si pode ser muito estimulante, suscitar a curiosidade e levar o

observador a procurar uma explicacdo para os fendbmenos observados.

|pH neutro

Fagossomo inicial m——) Maturacio =) 290lisossomo

Figura 13. Acidificacdo dos fagossomos observada através vermelho neutro. Observe em A
vesiculas vermelhas (endossomos e lisossomos) (setas), justapostas aos fagossomos nao corados
(asteriscos), portanto neutro. Note em B, diferentes graus de acidificacao: fagossomo 1 ainda esté
neutro, 2, apresentando coloracdo vermelha mais suave e 3, bem corado, Em C todos os
fagossomos (*) estéo acidos.

Os resultados com vermelho neutro podem ser utilizados para embasar explicagdes
mais detalhadas a respeito da acidificagdo, pois, nos estagios iniciais da fagocitose, o
fagossomo nao apresenta a bomba de prétons responsavel pela acidificagado, V-ATPase
(Fig. 14). A medida em que sofre maturacdo, a V-ATPase aumenta na membrana
fagossomal. Sendo assim, sugere-se que a incorporagdo da V-ATPase acontece pelas
fusdes com compartimentos mais tardios do sistema lisossomal (HAAS, 2007; RUSSEL et
al., 2009; SUN-WADA et al, 2009). Com a fusdo entre fagossomos e
endossomos/lisossomos, ha também a liberacdo de diferentes tipos de hidrolases
(proteases, DNAses, lipases, etc.) que atuam em meio acido digerindo o material presente
no interior do compartimento e liberando-o na forma de produtos monoméricos e
oligoméricos (HAAS, 2007).
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Figura 14. Bomba V-ATPase. A V-ATPase realiza transporte ativo, utilizando a energia do ATP
(convertido em ADP+fosfato ), para bombear prétons (H+) para o interior do compartimento, tornando-
0 acido.

6.5 COMPREENDENDO A PRESENCA DE ENZIMAS NO FAGOLISOSSOMO

Sabe-se de longa data que os fagolisossomos estao repletos de enzimas hidroliticas
responsaveis pela digestdo da maior parte dos compostos organicos. A fosfatase acida, uma
destas enzimas hidroliticas, cuja reagédo citoquimica é utilizada para a identificagdo do
sistema lisossomal (ROBINSON E KARNOVSKY, 1983), € um bom parametro para se
observar e discutir a liberagao das enzimas hidroliticas no fagossomo. A reagéo citoquimica
para fosfatase acida gera um produto de reagao vermelho-arroxeado visivel em microscopia
de luz, o que permite a observacdo e comparagao entre diferentes estagios de
amadurecimento dos fagossomos. Os resultados de pesquisa contendo citoquimica para

fosfatase acida podem ser usados para instigar os estudantes a pensar a respeito de como
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ocorre a digestdo do material fagocitado. Perguntas como: “Como o fagossomo adquire a
capacidade de digerir e matar o material internalizado?” podem ser utilizadas no auxilio da
construgao do conhecimento sobre este tépico.

Nos estagios iniciais da maturagdo do fagossomo nao é possivel detectar o marcador
para a fosfatase acida no interior dos fagossomos, observado somente no interior de
compartimentos como lisossomos e endossomos, conforme ilustra a figura 15B. Nos
estagios posteriores de maturacédo, o marcador € encontrado nos compartimentos contendo
leveduras (Fig. 15C), sugerindo a liberagdo da fosfatase acida no interior do fagossomo. A
comparacao entre estes estagios de maturagdo dos fagossomos € util para discutir a

maturagdo como um evento dindmico e sequencial.

Macréfago sem Macréfagos com leveduras
levedura 30 min de incubagdo | 2 horas de incubagao
A B C

.4

Py .
WA
-
Setas-Endosossomos e Setas - Fagossomos Setas - Fagolisossomos
Lisossomos inciais

Figura 15. Fosfatase 4cida em macréfagos. A. Macréfagos ndo incubados com leveduras exibem o
citoplasma repleto com endossomos e lisossomos. B. Apds incubagdo com levedura e fagocitose
observa-se que os fagossomos iniciais ndo apresentam marcacdo para fosfatase acida. C. Nos
estagios avancados esta enzima fica evidente no liumen de fagolisossomos.

A fosfatase acida, como as demais hidrolases, é descarregada nos fagossomos
durante a maturagdo através da fusdo entre o fagossomo e vesiculas do sistema
endossomo/lisossomo. Na fusdo, as duas bicamadas lipidicas se unem transitoriamente,
sendo assim, seus conteudos podem ser liberados enquanto que constituintes de membrana
podem se integrar na membrana (HAAS, 2007), como observado na figura 16B. Sabe-se
que o precursor da fosfatase acida lisossomal é sintetizado como uma glicoproteina de
membrana e entdo chega aos lisossomos através da via endocitica. Nos lisossomos, o
dominio luminal do precursor da fosfatase acida € liberado na matriz lisossomal (PETERS E
FIGURA, 1994). Através dessa metodologia, pode-se concluir que as enzimas lisossomais

sdo transferidas para o fagossomo e/ou fagolisossomo, enzimas estas importantes nao so6
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por digerirem os componentes do material fagocitado mas também por participarem do
processo de apresentacado de antigenos pelos macrofagos, ligando, dessa forma, a resposta
imunoldgica inata a resposta imunolégica adquirida (RANG E DALE, 2001). Assim,
fagocitose e a digestdo intracelular transcendem a morte e destruicdo do patdgeno e
capacitam o organismo para a produgdo de anticorpos e para o restante dos processos
relacionados a imunidade e a defesa do organismo. Portanto, o professor pode utilizar esta
metodologia ao explicar o conceito de resposta imunolégica, integrando diferentes areas do
conhecimento, no caso, biologia celular e imunologia, e direcionando o estudante a
relacionar informacbes vistas em diferentes disciplinas, analisando e atingindo a

aprendizagem plena.

Lisossomos

i Justaposigdo ao

fagossomo

Descarregamento
de enzimas

Incorporagao de
componentes de
membrana

~ |Retirada de partes
- lque se fundem
transitoriamente

Figura 16. Representacdo da liberacdo de enzimas e incorporacdo de componentes de
membrana no fagolisossomo. Representagao utilizando como base macréfagos corados por
Giemsa. A. O fagossomo inicial contendo levedura (L) apds fusbes com endossomos e lisossomos.
B. O fagossomo transforma-se em um fagolisossomo. C. O fagolisossomo torna-se competente para
digerir a levedura. Observe que acontece a liberagao de conteludo das vesiculas que se fundem e a
difusédo lateral de componentes da membrana (Fig. B).



48

Proteinas estrututais, transportadores, enzimas Préton ATPase

Levedura sendo digerida pelas
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Figura 17. Composicdo do fagolisossomo. A membrana apresenta proteinas de membrana tais
como enzimas, proteinas estruturais, transportadores de membrana para importagao de moléculas do
citoplasma e exportagao dos mondmeros oriundos da digestado, além da préton ATPase. No lumen do
fagolisossomo, mais externamente, observa-se o pool de enzimas hidroliticas como proteases,
lipases, glicosidades, nucleases e fosfatases. Enquanto que, mais internamente, nota-se leveduras
sendo submetidas ao processo de digestdo pela agdo das enzimas hidroliticas.
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6.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Muito do progresso da ciéncia se deve aos avangos na capacidade de visualizagao
da morfologia celular (LIU, 2007). Um desses avangos foi a criagdo do microscépio
eletrbnico de transmissdo, com capacidade de magnificacdo e de resolugdo mil vezes
superior a oferecida pelo microscopio de luz (BOZZOLA, 1992), sendo, portanto,
recomendado para a observagdo de detalhes morfolégicos. Neste trabalho, as analises
através de MET (Fig. 18) permitiram observar caracteristicas da fagocitose que trouxeram
informacdes importantes sobre os primeiros estagios da maturagdo do fagossomo em nivel
ultraestrutural e que permitiram interpretar com seguranga resultados em microscopia de
luz. Contudo, a MET pode ser utilizada também para aprimorar o processo de ensino-
aprendizagem, na observacdo de estruturas menores e detalhes da célula. Sendo esta
metodologia de dificil realizacdo, necessitando de estrutura fisica e pessoal adequados,
além do alto custo financeiro, outra possibilidade seria a observacdo e analise de
eletronmicrografias.

As imagens obtidas, aqui resumidas na figura 18, mostram leveduras internalizadas
com suas paredes celulares parcialmente aderidas a membrana do fagossomo (Figs. 18B e
18D). Algumas leveduras exibem suas paredes totalmente aderidas a membrana do
fagossomo (Fig. 18C), enquanto outras se apresentam, em diferentes graus, desligadas
delas (Figs. 18D e 18E). Estes resultados confirmam os obtidos com Giemsa (Figs. 6, 7 e 8)
e podem ser utilizados em conjunto. No inicio do processo da fagocitose, existe um contato
extremamente préximo entre a levedura e a membrana fagosomal devido a ligagdo quimica
entre os receptores do macréfago e componentes presentes na parede celular da levedura.
Conforme acontece a maturagao, o pH diminui e o ambiente bioquimico muda. Esse novo
ambiente bioquimico interfere na estrutura proteica (HAAS, 2007), e muda a ligagao entre os
componentes da parede celular da levedura e os receptores da membrana. Dessa maneira,
acontece o desligamento da levedura tornando-a livre no compartimento (BUCHI E SOUZA,
1992). Assim forma-se gradualmente um halo entre a levedura e a membrana do
fagossomo.

Vesiculas de morfologia heterogénea, caracteristica de endossomos, lisossomos e
corpos multivesiculares, sdo comumente observadas préximas do fagossomo (Figs. 18C e
18D) ou intimamente ligadas a sua membrana (Fig. 18D). Essas imagens sugerem a
ocorréncia da etapa inicial da interagdo entre fagossomo e vesicula, que que culmina com a
fusdo e o descarregamento de enzimas e outros componentes na membrana no lumen
fagossomal. Deve-se, entretanto, considerar que durante o processo de fagocitose

acontecem fisses e brotamentos diversos a partir do fagossomo (YEUNG et al., 2006).
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Usando como critério o conteudo que parece ser descarregado no lumen (Figs. 18E e 18F)
podemos assumir que essas vesiculas estdo se fundindo, descarregando o seu conteldo no
lumen fagosomal. Esta hipotese estd em conformidade com a literatura e resultados
anteriores em citoquimica ultraestrutural (BUCHI E SOUZA,1992), sendo utilizada para
embasar a dindmica da construgao da animagao “Maturagdo do fagossomo” do video 9.
Porém, mesmo com a ocorréncia de diversas fusdbes e com o descarregamento de
componentes no lumen fagosomal, as leveduras continuam aderidas a membrana do
fagossomo em alguns pontos. Esses resultados confirmam que a maturagao do fagossomo
€ um processo complexo, altamente dindmico e se inicia assim que o fagossomo inicial é
formado (HAAS, 2007).

Nos ultimos anos, pesquisas demonstraram que proteinas normalmente encontradas
no reticulo endoplasmatico rugoso sao integrais também na membrana do fagossomo
(GAGNON et al., 2002). Existe a hipotese, portanto, de que o reticulo endoplasmatico
rugoso, entao, poderia fundir-se ao fagossomo para suprir a sua necessidade de membrana.
Portanto, a proximidade entre o reticulo endoplasmatico e os compartimentos fagociticos
(Figs. 18C e 18F) pode ser decorrente dos eventos relacionados ao fornecimento de
membranas ao fagossomo nascente. Sendo assim, pode-se perceber o grande potencial
didatico da utilizacdo de imagens provenientes da MET, especialmente quando se leva em
consideracdo a riqueza de detalhes fornecidos, contribuindo para o esclarecimento de

processos celulares complexos.
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Figura 18. Fagocitose observada através de MET. A. Macréfago sem leveduras internalizadas,
exibindo nucleo (n) e organelas (setas finas) B. Macréfago com leveduras internalizadas (asteriscos)
parcialmente ligadas a membrana do compartimento (seta fina) e parcialmente desligadas (seta
grossa). C. Parede celular da levedura (asterisco) totalmente aderida ao fagossomo (seta fina). Note
que o corpo multivesicular se encontra préoximo do fagossomo (seta cinza). D. Vesicula proxima ao
compartimento (V) contendo a levedura (Y). Observe a parede celular da levedura (asterisco)
parcialmente destacada da membrane do fagossomo (seta grossa) e parcialmente ligada (seta fina).
E. Interacéo entre o fagossomo/fagolisossomo e organela celular (seta grossa) que aparentemente se
encontra descarregando material dentro do fagossomo (seta cinza). Note que somente uma pequena
porgéo da levedura ainda se encontra ligada a membrana fagossomal (seta fina) F. Alta magnificagao
da figura E, exibindo a interagdo entre compartimentos (seta grossa). Barra: 5um.
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6.7 MULTIMIDIA VIRTUAL INTERATIVA

Todos os experimentos e resultados em microscopia de luz podem ser utilizados
através das mais diferentes abordagens pedagdgicas. Entretanto, a realidade em nosso pais
(curta duracao das aulas, auséncia de recursos financeiros, técnicos e seguranga no
laboratério) ndo permite, na maior parte das vezes, que se adote estratégias como
experimentacdo em aulas praticas, mesmo nos cursos de pos-graduacdo. Para contornar
estas limitagdes, foi construido um material didatico interativo que permite a navegacao
pelos resultados de microscopia de luz obtidos através das técnicas de DIC, coloragao
Giemsa, captura do vermelho neutro e citoquimica para fosfatase acida. Embora este tipo de
midia n&o substitua a experimentacio real, ela apresenta vantagens, otimizando outros
recursos didaticos. Sabe-se que estudantes que visualizam multimidias criadas de acordo
com os principios do design instrucional aprendem tanto ou mais, em tempos
significativamente menores, do que os que participam de palestras/aulas expositivas
(SENGER et al., 2012).

A multimidia criada fornece diversas imagens de células reais, vindo ao encontro da
necessidade dos estudantes pouco familiarizados com imagens reais de células (ARAUJO-
JORGE et al., 2004). O material interativo criado ndo tem a finalidade de ser autoexplicativo,
mas sim de servir como ambiente virtual de aprendizagem para ser utilizado através de
diferentes metodologias, de acordo com os objetivos educacionais do curso, a experéncia
do professor e a infraestrutura em informatica da instiuicdo de ensino. O professor podera
adequa-lo a sua experiéncia e tendéncias pedagdgicas, as logisticas locais, ao periodo de
aula e aos seus objetivos educacionais. A multimidia pode ser utilizada através de
plataformas de ensino a distancia; em atividades especificas, planejadas para o curso; ou
em laboratérios de informatica, em aulas presenciais.

Greenfield sugere que, para que o ensino seja pleno, deve haver um equilibrio entre
multimidias, exercicios e textos (WALSH et al., 2011). Inclusive, o ensino na area cientifica
requer o uso de uma combinacdo de recursos verbais (palavras escritas) e pictoriais
(imagens, animagdes e videos) para que a compreensdo ocorra (MAYER, 2010). Assim,
associado ao material didatico interativo pode-se utilizar textos classicos sobre a fagocitose,
como de livros didaticos ou revisdes atualizadas.

Nao se pretende aqui definir que o material deva ser utilizado restritamente
baseando-se em teorias da aprendizagem, como a significativa ou através da aprendizagem
problematizadora (KLIONSKY E KUMAR, 2006). O objetivo é a construgdo de um ambiente

virtual interativo que possa ser utilizado com flexibilidade para a aprendizagem dos
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estudantes. Sugerimos ao leitor que navegue no material didatico (CD em anexo) enquanto
analisa o descrito abaixo.

O ambiente virtual se inicia com texto introdutério (Fig. 19), explicando em linhas
gerais como se desenvolve o evento fagocitose. Este texto é ofertado pois acredita-se ser
importante que o estudante adquira um conhecimento prévio minimo, aprendendo melhor
com a multimidia pois ja conhece a denominagdo dos componentes, suas caracteristicas e
os conceitos chave do processo (MAYER, 2010). Nesta parte introdutdria, o estudante tem
acesso a dois videos, através de botdes, conforme mostrado na figura 19. Animacgdes e
videos facilitam a assimilagdo de processos celulares e moleculares dindmicos, permitindo
converter conceitos abstratos em representagdes visuais especificas (MCCLEAN, 2005).
Seu beneficio sobre as imagens estaticas € que auxiliam na internalizacdo de processos
que apresentam mudancgas continuas no decorrer de um periodo de tempo (SENGER et al.,
2012).

€
- O processo ocorre pela adesao da particula ao
= macrdéfago, através de interagdes com receptores
] de membrana. O posterior englobamento envolve
- o areestruturacao do citoesqueleto do fagdcito, com
~ | aemissdo de pseuddpodos. Seguem-se a fusdo da
r membrana celular e a internalizacao da particula,
| formando o fagossomo
— Clique aqui e veja um video de macréfagos
[= Vs 0 vivos fggocit_and.o leveduras fagocitose
- (Fagocitose in vivo)
€

Fagochose ao microscdpia. 21400012
Figura 19. Texto introdutdrio. Tela do artefato virtual apresentando parte do texto introdutorio sobre

fagocitose. Também é possivel visualizar um video ilustrativo do evento.

Apods, segue-se uma animagao interativa (dividida em etapas, pois, segundo Mayer
(2010), aprende-se melhor quando uma licdo grande é quebrada em pedacos menores)
acerca de procedimentos de laboratorio para cultivo celular. Sendo assim, conforme o
usuario navega, ele pode entender os principios dos métodos de cultura celular (Fig. 20).

Ao final dessa etapa, quando as células em cultivo ja foram obtidas, um menu

contendo quatro diferentes experimentos é apresentado ao usuario (Fig. 21). Dessa forma, o
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usuario escolhe com qual técnica de microscopia/método de coloragao ele quer visualizar a
fagocitose das leveduras ap6s seu cultivo. E importante que escolhas sejam disponibilizadas
em multimidias interativas, suficientes para engajar os estudantes mas ndo em excesso, de
forma a confundi-los (HEYDEN, 2004). Com este formato de multimidia, o aluno é ativo no
processo de ensino-aprendizagem e pode formar suas proprias conclusdes sobre o evento
(FISHER, 2011; MILLER, 2010) de acordo com a metodologia utilizada pelo professor.

Vamos realizar um cultivo celular para
observar a fagocitose?

Poderemos utilizar como modelo a
fagocitose de leveduras (fungos unicelulares)
por macréfagos.

b e

Figura 20. Tela inicial da animacdo do experimento de cultivo celular. Bancada de laboratério
onde é realizado o cultivo. No falcon estdo os macréfagos e, com o pipetador, eles séo retirados e
acondicionados em um pogo da placa de elisa para que o experimento se inicie.
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| (DtC — Células in vivo )

Fagociioss ac microscopio, 210912

Figura 21. Menu principal. Nesta tela estdo as quatro opgbes de experimentos: DIC, coloragcédo
Giemsa, captura do vermelho neutro e citoquimica para fosfatase acida.

6.7.2 Resultados obtidos com DIC

A figura 22A mostra o menu desse topico. Nesta tela, o usuario tem acesso a um
botdo que mostra células nido incubadas e a outro que mostra células incubadas com
leveduras. No botdo de células incubadas com leveduras, ele acessa um campo contendo
células vivas em diferentes fases da fagocitose (Fig. 23A), que podem ser ampliadas (Fig.
23B) e caracterizadas segundo o seu estagio no processo de fagocitose. O estudante
também pode assistir a diversos videos destas células, ilustrando a dinamicidade do
processo de fagocitose. O botdo de células nao incubadas com leveduras possibilita ao
estudante comparar o macréfago com leveduras internalizadas com o macréfago que nao
fagocitou leveduras. Esta metodologia, conforme ja discutido (item 5.2), possibilita a
observacgao e analise, em conjunto com técnicas de ensino como resolugdo de questdes e
leitura de textos, da adesao, internalizacao e digestdo de leveduras pelos macrofagos, bem
como serve de suporte para discutir o papel do citoesqueleto na fagocitose e a dindmica
das membranas na formagao do fagossomo.

Para estimular a andlise das imagens e videos, a comparagao entre os resultados
apresentados e promover a relagao entre eles e o conteudo tedrico, sdo apresentados ao
usuario, em diversos momentos, nas quatro diferentes metodologias, questionamentos
acerca do que se esta sendo visualizado. Sendo assim, o estudante é estimulado a pensar a

respeito de questdes importantes da fagocitose. Também esta disponibilizado no menu de
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DIC, assim como no de cada uma das metodologias, um texto cientifico de aprofundamento
sobre o assunto, trazendo, dentre outras informacdes, exemplos de aplicagdes da ciéncia no
cotidiano do aluno, no caso, aplicagbes médicas, sobre patologias e tratamentos
relacionados a fagocitose, com o objetivo de suprir a dificuldade do estudante em integrar
ideias cientificas a sua rotina (SENGER et al., 2012). Estes textos também servem como
apoio a analise das imagens de microscopias observadas na multimidia a a resolugéo das

questdes propostas.

A Fagocitose em macréfagos vivos o &Omracéﬂ Giemsa ==
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Figura 22. Menus secundarios. A. Menu do DIC. Constam nesta tela as opgdes macréfagos sem
incubagdo com leveduras, macréfagos incubados com leveduras e texto de atualizagdo. B. Menu da
coloracdo Giemsa. Constam nesta tela as opg¢des 20 min. de incubacéao, 6 h de incubacgao e texto de
apoio. C. Menu do vermelho neutro. Constam nesta tela as opgdes fundamentos da coloragdo com
vermelho neutro, experimentos e observagées microscopicas, video e texto de apoio.D. Menu da
citoquimica para fosfatase acida. Constam nesta tela as opgbes macréfago sem leveduras (desdobra-
se em controle da reagao citoquimica sem incubagao com levedura e 20 minutos de incubagdo sem
levedura - reacgdo citoquimica), macréfago incubado com leveduras (desdobra-se em controle da
reagdo citoquimica com incubagdo com levedura, 20 minutos de incubagdo com levedura reagao
citoquimica e 2 horas de incubagao com levedura - reagao citoquimica), além do texto de apoio.
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Figura 23. Campos de microscopios. A. Campo visualizado em DIC contendo diversas células. As
destacadas podem ser clicadas e ampliadas. No caso, a marcada pelo asterisco sera a ampliada. B.
Célula marcada com asterisco em A. Estdo destacas as leveduras internalizadas. C. Campo
visualizado com microscopia de luz pela coloragdo Giemsa. Diversas célula podem ser clicadas e
ampliadas. No caso, a ampliada sera a marcada pelo asterisco. D. Célula marcada com asterisco em
C. Levedura internalizada por um macréfago. E. Ampliagao de D. Nesta imagem estdo desenhados
em azul claro os receptores do macroéfago que reconhecem a parede celular da levedura. F.
Ampliagdo de E. Receptores desenhados em azul claro em ampliagdo ainda maior. G. Campo
visualizado com microscopia de luz pela captura do vermelho neutro. As células destacadas podem
ser clicadas e ampliadas. No caso, a ampliada sera a marcada pelo asterisco. H. Célula marcada com
asterisco em G. Em vermelho, os fagossomos acidos, ja fusionados a lisossomos e endossomos. |.
Campo visualizado com microscopia de luz por citoquimica da enzima fosfatase acida. Diversas
células podem ser clicadas e ampliadas. No caso, a ampliada sera a marcada pelo asterisco. J.
Célula marcada com asterisco em |. Estdo evidenciadas as leveduras em estagio de digestao e
vacuolos contendo o produto para a reagao da fosfatase acida.
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6.7.3 Resultados obtidos com a coloracdo Giemsa

O botao de Giemsa (Fig. 21) abre um menu (Fig. 22B) no qual o estudante pode
escolher entre células incubadas por dois periodos de tempo com leveduras. Com esta
técnica pode-se observar e analisar as etapas de adesdo, internalizagdo e, mais
detalhadamente, maturagdo dos fagossomos, pois, comparando-se células incubadas por
um tempo menor com leveduras a células incubadas por um tempo maior, pode-se notar
que, conforme o processo de fagocitose se desenvolve e os fagossomos amadurecem,
halos transparentes sdo formados ao redor da levedura, sugerindo o seu desligamento dos
receptores da membrana fagossomal, conforme ja discutido (item 5.3). A partir de uma
célula mostrada no campo maior (Fig. 23C) ele segue através de quadros interativos
editados para que a interacdo receptor/componentes da parede celular fiquem evidentes
(Figs. 23D, 23E e 23F).

6.7.4 Resultados obtidos com a captura do vermelho neutro

O menu da opgédo vermelho neutro (Fig. 22C) disponibiliza, além de imagens
estaticas, um video sobre células vivas submetidas a coloracdo durante realizacdo da
fagocitose e explica e o modo como o vermelho neutro é capturado, facilitando a andlise das
imagens de microscopia. Na escolha da observagdo de células vivas, parte-se de uma tela
contendo varias células com fagossomos em diferentes estados de acidificacéo (Fig. 23G).
As células assinaladas permitem a navegagao no sentido de observar a acidificacao gradual
dos fagossomos devido a sua fusdo com endossmos e lisossomos, conforme ja discutido no
item 5.4. Algumas células estdo destacadas, permitindo que o usuario clique e amplie

aquela célula, tendo acesso a sua legenda (Fig. 23H).

6.7.5 Resultados obtidos com a citoguimica para fosfatase acida

Esta parte da animacgao foi construida baseando-se nas interpretagdes e dicussoes
ja descritas no item 5.5.

O menu desse experimento (Fig. 22D) abre uma tela contendo inicialmente dois
botdes com resultados de pesquisa: macrofagos incubados com leveduras e macrofagos
nao incubados com leveduras, e o texto de aprofundamento cientifico. Ao clicar no botéo
macréfagos n&o incubados com leveduras, tem-se o seu desdobramento em “Controle da
reacao citoquimica sem incubacdo com levedura” que leva a uma célula que ndo contém

produtos da reacdo da fosfatase acida com e “20 minutos de incubacdo sem levedura -
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Reacao citoquimica”, que leva a uma célula que, embora nao tenha fagocitado leveduras,
apresenta produtos de reacao da fosfatase acida. Sendo assim, o usuario pode comparar os
aspectos de ambas as células e interpreta-los de acordo com o seu conhecimento sobre
fagocitose. Caso o usuario prefira clicar no botdo macréfagos incubados com leveduras,
tem-se o desdobramento deste botdao em outras trés opgdes: Controle da reagéo citoquimica
com incubagéo com levedura, 20 minutos de incubagéo com levedura Reagéo citoquimica e
2 horas de incubac&o com levedura - Reagao citoquimica. As células visualizadas em cada
um dos botdes se apresentam em diferentes estagios da fagocitose e portanto, contém
diferencas em relacdo a presenca e localizacdo dos produtos de reagcdo da enzima

digestodria fosfatase acida, possibilitando a comparagao das imagens.

6.7.6 Consideracoes gerais

O usuario pode comparar a fagocitose sob diferentes condicbes e em diferentes
etapas. Seguiu-se o principio de que, para facilitar o aprendizado, o material essencial deve
ser enfatizado, portanto as células podem ser ampliadas e as estruturas que estdo em
analise no momento s&o realgadas. Também atentou-se a colocar curtas legendas perto de
suas respectivas imagens, com o intuito de melhorar a compreensao do estudante (MAYER,
2010). Prestou-se atencao para que a complexidade da multimidia fosse adequada, sem
falta ou excesso de informacbes pois se sabe que a aprendizagem ¢ ineficiente tanto
quando o conteudo abordado apresenta alta complexidade como quando o assunto é
abordado de forma superficial (MAYER, 2010). Sendo assim, detalhes desnecessarios
foram excluidos de forma a n&o sobrecarregar a capacidade cognitiva do aluno.

Com a utilizagdo deste material didatico, deseja-se que o estudante construa o seu
conhecimento sobre fagocitose a partir da analise de resultados experimentais, tornando-se
critico ao observar resultados de pesquisas cientificas na area de fagocitose. Esta
capacidade é importante, pois é no ensino superior que os estudantes aprendem os
artificios necessarios para realizarem suas profissdes, sejam elas na area da pesquisa,
educacao ou diretamente relacionadas a saude. Considerando que eventos celulares sao
mais facilmente compreendidos com o suporte de animacbes, videos e imagens,
provenientes de diferentes microscopias (MCCLEAN et al., 2005), espera-se que esta
multimidia contribua para que o estudante formule pensamentos de alto nivel e atinja

conhecimento significativo sobre fagocitose.
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7. CONCLUSOES

e Os aspectos fundamentais da fagocitose podem ser compreendidos a partir de
resultados de pesquisa basica em microscopia de luz, desde que construidos sob
critérios pedagogicos e interpretados a luz da bibliografia atual;

e Resultados em DIC e coloragdo Giemsa possibilitam a observacdo das etapas de
adesao, internalizacdo e digestdo. Adicionalmente, a coloracdo Giemsa favorece a
discussdo da maturagdo, ja que alteracbes morfolégicas das leveduras e dos
fagossomos sao evidenciadas por esta técnica;

e Resultados provenientes das técnicas de captura do vermelho neutro e citoquimica para
fosfatase acida sdo melhores aplicados na visualizagdo da maturacdo do fagossomo,
relacionados a acidificacdo do fagossomo e ao descarregamento de enzimas,
respectivamente;

e Imagens em células vivas, através de DIC ou microscopia de luz, podem ser utilizadas
na contrucdo de videos didaticos, possibilitando o acompanhamento do processo de
fagocitose durante as etapas de adesao, internalizagao, acidificagcao e digestao;

e Imagens estaticas de células reais podem servir como base para a construgéo de
animagdes didaticas. Dessa forma, aspectos que nao podem ser observados
diretamente em células vivas, podem ser animados com o objetivo de facilitar a
compreensao do estudante sobre o fendmeno em foco;

e As andlises ultraestruturais permitem a interpretacido mais precisa dos . resultados em
microscopia de luz, apoiando a contrugao do material didatico virtual,

e As metodologias selecionadas podem ser divulgadas no meio cientifico através da
producao de artigos, como o submetido a publicagdo, a fim de serem aplicadas em
instituicdes de ensino que disponham das condi¢cdes necessarias;

e Resultados provenientes de DIC, coloracdao Giemsa, captura do vermelho neutro e
citoquimica para fosfatase acida foram eficazes para a construgdo de uma multimidia

interativa sobre a fagocitose.
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