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RESUMO

O presente relatério surge no ambito do Mestrado em Ciéncias — Formagao
Continua de Professores — Area de Especializagio em Biologia e Geologia, ao abrigo do

ponto 3, do Despacho RT-38/2011, organizando-se em duas partes.

A primeira parte desenvolve uma reflexdo sobre a atividade profissional
desenvolvida entre 1997 e 2015, parcialmente documentada em registos fotograficos,
declaragdes e certificados. Consideram-se os cargos desempenhados, a frequéncia em
acoes de formacao continua, a descrigdo de estratégias pedagdgicas implementadas em
atividade diversas e a coordenacdo de projetos pedagogicos e cientificos, dando
particular relevo & mobilizagdo de competéncias essenciais a formacdo integral dos

alunos.

Na segunda parte ¢ apresentado um trabalho de pesquisa bibliografica intitulado
“Aplicagdo de bacteriofagos em biocontrolo”. Pretende-se organizar informagao
relevante, do ponto de vista cientifico, sobre as vantagens da aplicagdo destes virus no
controlo de infegdes causadas por bactérias em diversas dreas como na saude,
agropecuadria, industria alimentar e ambiente, entre outras. O interesse relacionado com
a aplicagao de bacteriofagos em biocontrolo esta amplamente difundido na comunidade
cientifica, no entanto, estd praticamente ausente ao nivel do ensino secundario podendo

ser incluida ao nivel dos programas educativos.

Apbs a leitura do documento, creio ser possivel constatar uma pratica educativa
assente numa formagdo cientifica solida, caracterizada pela implementacdo de
metodologias diversificadas, com uma forte componente experimental de -cariz

empreendedor, enfatizando o papel da ciéncia na resolucao de problemas do quotidiano.



ABSTRACT

The current report was written under the scope of the Master degree in Sciences
- Further Education for Teachers specialization in Biology and Geology, and according

to section 3 of Despacho RT-38/2011, being organized into two parts.

The first part presents a reflection on the professional activity carried out from
1997 to 2015, partially documented in photographic evidence, and certificates of
attendance. The positions held and the participation in continuous training activities, the
educational strategies implemented in different activities and also the supervision of
educational and scientific projects, with particular emphasis on the mobilization of core
competences to the integral formation of students, giving particular relevance to the

acquisition and mobilization of key competences, all are considered in this work.

A Dbibliographic research work entitled "Application of bacteriophages in
biocontrol” is presented in the second part. The aim is to organize relevant information,
from the scientific point of view, on the advantages of the application of these viruses in
controlling bacterial infections in several areas such as health, agriculture, food industry
and environment, among others. The interest related to the application of bacteriophages
in biocontrol is widespread among the scientific community; however, this is a topic
which is almost absent in high school curricula but it could be included in educational

programs.

After document reading I believe it is possible to see an educational practice
based on a solid scientific background, characterized by the implementation of different
approaches, with a strong experimental component of entrepreneurial nature,

emphasizing the role of science in solving everyday problems.
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1. INTRODUCAO

“A vida ¢ um constante ato de aprendizagem”

Jean Piaget

Atualmente, os tempos e os espacos de aprendizagem deixaram de estar
estritamente confinados a sala de aula. As constantes mudancgas a que a sociedade atual
estd sujeita, acompanhadas por alteracdes profundas nos campos cientifico e
tecnologico, tém vindo a transformar a nossa relagdo com o conhecimento e a forma
como ele ¢ produzido, assimilado e divulgado. A valorizagdo da autoaprendizagem
sobre a aprendizagem enquanto processo mecanizado e, acima de tudo, a articulagdo e
aplicacdo dessas aprendizagens, sdo essenciais para transformar alunos em cidadaos
capazes de se orientarem na vida e de contribuirem ativa, critica e positivamente para a

sociedade em que se inserem.

O compromisso com a promogdo da aprendizagem e com o desenvolvimento
pessoal e civico dos alunos exige a planificacdo e implementagdo de atividades
estimulantes, assentes em conhecimentos cientificamente soélidos, com recurso a
metodologias proativas e diversificadas. Por outro lado, € essencial a reflexdo constante
sobre as praticas, num processo de permanente constru¢do e evolu¢do no sentido de

responder aos desafios educativos.

Na primeira parte deste relatorio pretendo dar mais um contributo para a pratica
reflexiva, considerando os aspetos mais relevantes do meu percurso profissional, tendo
como principais objetivos: caracterizar a minha atividade docente, identificar o seu
contributo na formagdo académica e civica dos alunos e partilhar experiéncias. Assim,
no ponto 2, apresento um breve registo da minha atividade letiva, destacando também a
participagdo ao nivel das estruturas educativas intermédias. No ponto 3, descrevo o meu
percurso relativo a formacdo continua, apresentando o seu impacto no desempenho
profissional. Durante o ponto 4, sdo descritas estratégias pedagogicas implementadas e
o seu contributo na melhoria das aprendizagens dos alunos. Ao longo do ponto 5,
abordo a implementac¢ao do Projeto de Educagdo para a Satude (PES) ¢ a sua relevancia
para a educacdo integral dos alunos. Finalmente, no ponto 6, apresento projetos

cientificos que considero terem contribuido significativamente, para o desenvolvimento



da curiosidade cientifica e para o reconhecimento do papel da ciéncia na resolucao de

problemas do quotidiano.

Na segunda parte, respondendo a uma exigéncia do Guido disponibilizado pela
Comissdo Diretiva do Mestrado para a elaboragdo deste Relatério, desenvolvo uma
revisdo bibliografica intitulada ”Aplicagdo de Bacteriofagos em Biocontrolo” com o
ojetivo de consolidar conhecimentos, sobre a possibilidade da aplicagdo de
bacteriofagos no controlo de infecdes bacterianas. Pretendo partilhar esses
conhecimentos e utilizd-los no desenvolvimento de atividades experimentais

catalisadoras da curiosidade cientifica dos alunos.



PARTE I

ATIVIDADE DOCENTE



2. REGISTO DE ATIVIDADE PROFISSIONAL

Licenciada em Ensino de Biologia/Geologia (anexo 1), ao longo da minha carreira
trabalhei diferentes disciplinas relacionadas com as duas areas de formagdo. Ao nivel do
3° ciclo do ensino basico lecionei a disciplina de Ciéncias Naturais aos varios niveis,
incluindo o Curso de Educag¢dao Formagdo e Ensino Vocacional. Ao nivel do ensino
secundario regular, ensinei as disciplinas de Ciéncias da Terra e da Vida (10°11° ano),
Técnicas Laboratoriais de Biologia (II e III) e Biologia (12° ano). Ao nivel do ensino
profissional, trabalhei varias disciplinas da componente técnica de diversos cursos
profissionais: Microbiologia ao curso profissional de Processamento e Controlo da
Qualidade Alimentar; as disciplinas de Anatomofisiologia e Higiene Seguranca e
Organizacdo do Trabalho ao curso profissional de Protese Dentéria; a disciplina de
Conservacgao da Natureza ao curso profissional de Técnico de Gestdo de Ambiente e a
disciplina de Tecnologia Alimentar ao curso profissional de Técnico de Restauracao.
Orientei alunos em Estudo Acompanhado, Area de Projeto, Educacfio para a Cidadania
e no ambito do ensino profissional fui orientadora de Formagdo em Contexto de
Trabalho (FCT) e Prova de Aptidao Profissional (PAP Foram diversas as experiéncias
que fui partilhando e procurei aperfeicoar tendo em conta a competéncia e a ética
profissional. Os ultimos anos de atividade exigiram alguma ‘“audicia” com
desenvolvimento de programas de carater predominantemente pratico, relacionados com
a formacdo técnica do ensino profissional, e a participacdo em projetos de ambito
cientifico, que conduziram a necessidade de atualizacdo, quer recorrendo a pesquisa
bibliografica, quer desenvolvendo formagao especifica no &mbito da formagao continua.
Foi sem duvida um esfor¢o pessoal consideravel, quer pelo tempo disponibilizado quer

pelo valor pecuniario algumas vezes envolvido.

Aparticipagdo nas estruturas intermédias foi essencial para estabelecer a articulacao
entre a escola e a comunidade, contribuindo para a educacao integral dos alunos. Foram
varios os cargos desempenhados na componente ndo letiva: Diretora de turma, Diretora
de curso, Coordenadora do Departamento Nao Curricular dos Projetos Educativos,
membro do Conselho Pedagdgico, coordenadora do Projeto de Educagdo para a Satde
(PES) e coordenadora do programa Regional de Educacao Sexual em Saude Escolar
(PRESSE). Os diversos cargos desempenhados permitiram a comunicagdo com as

familias dos alunos e a articulagio com empresas no sentido de completar a sua



formagao técnica. A Coordenagdo do PES permitiu a articulacdo entre a escola e os
servicos de satde e a implementacdo de programas no sentido de desenvolver nos
alunos habitos de vida sauddvel e comportamentos assertivos. A participacdo no
Conselho Pedagdgico permitiu articulagio com diversas estruturas pedagogicas e

participar nas decisdes que regem a atividade didria de uma escola.

3. FORMACAO CONTINUA E O SEU IMPACTO NO DESEMPENHO
PROFISSIONAL

Considero a formacgdo profissional essencial para o sucesso do trabalho como
docente, pois este requer uma permanente reconstru¢ao quer de competéncias cientificas
e técnicas quer pedagdgicas, que permitem adequar os conteudos € os processos de
ensino aos diferentes contextos e necessidades dos alunos. Ao longo da minha
atividade, desenvolvi estratégias de aquisicao e atualizagdo de competéncias, recorrendo
ao autodidatismo e a participagdo em diversas agdes de formacdo continua como
Cursos, Semindarios ¢ Oficinas promovidas por instituicdes crediveis e prestigiadas. A
formacgdo desenvolvida pode ser enquadrada em trés dominios: Cientifico, Educagao
para a Saude e Tecnologias da Informagdo e Comunicagdo destacando-se pelo nivel de
atualizacdo, aprofundamento de conhecimentos e competéncias adquiridas relevantes no

desenvolvimento de atividades curriculares e extracurriculares.
3.1. DOMINIO CIENTIFICO

Durante o ano letivo de 1998-1999 participei na Excursdao Geologica a Serra do
Mardo, no ambito das atividades do Projeto Ciéncia Viva III — 679 — Geologia no
Museu, na Escola ¢ no campo: aprender pela experimentacdo (anexo 2) e na
Conferéncia intitulada “A formagao de jazigos de petroleo e a sua pesquisa. O caso
portugués” proferida pelo Dr. Jodo Pacheco, do Instituto Geoldgico e Mineiro,
organizada pelo Departamento de Ciéncias da Terra (DCT) da Universidade do Minho

(UM) e integrada no ciclo GeoForum 1999/2000 (anexo 3).

Em 1999-2000 realizei os Cursos “Fundamentos da Microbiologia” com o registo de
acreditagdo n® CCPFC/ACC -14201/99 (anexo 4) e “A Biologia dos Microrganismos € o

seu Impacto na Vida e nos Ecossistemas — Uma perspetiva aplicada II”, com o registo



de acreditagao n® CCPFC/ACC -10863/98, ambos promovidos pelo Centro de Formagao

Julio Brandao e tendo uma duragdo de 25 horas (anexo 5).

Em 2000-2001 integrei o Curso “Geoférum: métodos de estudo de rochas igneas e
sua aplicacdo ao ensino”, sob o registo de acreditacio CCPFC/ACC — 20470/00 de 16
de outubro (40 horas), na Escola de Ciéncias da Universidade do Minho (ECUM)

(anexo 6).

Durante o ano letivo 2005-2006 frequentei o Curso “Genética e Biologia
Molecular”, com o registo de acreditagdo CCPFC/ACC — 32557/03 promovido pelo
Centro de Formagao Continua da Ordem dos Biologos ¢ ministrado no Departamento de
Biologia (DB) da UM (anexo 7) e a Oficina “Pelos trilhos da natureza — uma nova
abordagem em educagdo ambiental” registo CCPFC/ACC-38720/05, do Centro de

Formacao Camilo Castelo Branco, Vila Nova de Famalicao (anexo 8).

Em 2006-2007 integrei o Curso “Praticas de Biologia Celular na Sala de Aula”,
registo CCPFC/ACC — 36000/04 do Centro de Formacdo Continua da Ordem dos

Bitlogos na Escola Superior Agraria de Ponte de Lima (anexo 9).

Durante 2007-2008 frequentei o Curso “Imunidade e Controlo de doengas”, com o
registo de acreditagio CCPFC/ACC — 50518/08. Foi promovido pelo Centro de

Formagdo Continua da Ordem dos Bidlogos e decorreu no DB da UM (anexo 10).

Em 2008-2009 frequentei o Curso “Os Micrdbios tdo perto de Nos” — registo de
acreditacdo n® CCPFC/ACC — 55360/09 e duracdo de 25 horas que decorreu no DB da

UM, promovido pelo Centro de Formagao Continua da Ordem dos Biologos (anexo 11).

Em 2009-2010 participei no Curso "Fundamentos Basicos de Biologia Molecular",
registo de acreditacdo n® CCPFC/ACC — 61654/10, com a duragao de 25 horas. Foi
promovida pelo Centro de Formagdo da Ordem dos Bi6logos e decorreu na Faculdade
de Medicina da Universidade do Porto (anexo 12). Em junho de 2010 participei nas
XXXV Jornadas Portuguesas de Genética que decorreram na UM (anexo 13).

Durante o ano letivo 2010-2011 frequentei o Curso “Microbiologia Alimentar”,

acreditado pelo Conselho Cientifico -Pedagédgico de Formagao Continua (CCPFC) sob



o registo CCPFC/ACC — 66411/11, com a duragdo de 25 horas, ¢ decorreu na Escola

Secundaria Camilo Castelo Branco (anexo 14).

No dominio cientifico procurei uma atualizagdo permanente. Sempre que possivel,
optei pelas modalidades de oficina ou curso, pela relacdo que ai se estabelece com o
trabalho pratico de laboratério pois considero-o uma componente indispensavel no
ensino das ciéncias. A formacdo continua na area da Geologia, embora menos
expressiva, revelou grande utilidade na catalogacdo de amostras na escola e no
desenvolvimento de aulas laboratoriais Trabalhar no Curso Profissional de
Processamento e Controlo da Qualidade Alimentar obrigou a uma especial dedicagdo a
Microbiologia, uma vez que o controlo microbioldgico de alimentos exige competéncias
laboratoriais muito especificas. Por esta razdo, a maioria da formacdo frequentada
relaciona-se com a area. No entanto, a Genética e Biologia Molecular e a Imunidade e
Controlo de Doengas foram também 4reas que me permitiram desenvolver
competéncias cientificas, particularmente uteis ao nivel da disciplina de Biologia do 12°
ano do curso de ciéncias e tecnologias. A formacdo elencada permitiu-me adquirir
conhecimentos especificos sobre o manuseamento de microrganismos, conhecer e
preparar meios de cultura, dominar técnicas de sementeira, incubagdo, isolamento e
contagem de microrganismos, assim como implementar as condi¢des de assepsia
essenciais neste tipo de trabalho. A formacao especifica em microbiologia alimentar foi,
sem divida, uma mais-valia para o meu desempenho profissional devido, sobretudo, aos
saberes de carater pratico que foram adquiridos e que se revelaram muito pertinentes no
meu desenvolvimento cientifico, permitindo-me melhorar o desempenho na preparagao
das aulas de controlo microbiologico de alimentos. Por outro lado, a experiéncia
adquirida encorajou-me a responder a um desafio langado pelo Centro de Formagdo da
Escola, que consistiu em organizara acdo de formacdo “Boas Praticas de Seguranca
Alimentar/HACCP e Higienizacdo”, acreditada pela Dire¢do Geral dos Recursos
Humanos da Educagdao sob o Registo DGA/01-161/12, com a duracdo de 18 horas,
dirigida aos assistentes operacionais da Escola Secundéria Camilo Castelo Branco

(anexo 15).
3.2. EDUCACAO PARA A SAUDE

Durante o ano letivo 2010/2011 participei na Oficina de Formagao: “Atuacao do

Diretor de Turma na educagao para a sexualidade — Um projeto de escola” acreditada

7



pelo CCPFC sob o registo CCPFC/ACC — 65125 com a duragdo total de 50 horas,
promovido pelo Centro de Formacao de Associacdo de Escolas de Vila Nova de
Famalicdo (anexo 16). Ainda no mesmo ano, frequentei a Oficina "PRESSE - Programa
Regional de Educacdo Sexual em Saude Escolar”, com o n° de registo de acreditacao
CCPFC/ACC — 63478/10 e 35 horas de duragao, promovida pelo Centro de Formagao
Julio Resende (anexo 17). O PRESSE ¢ promovido pela Administragao Regional de
Satde do Norte, [.P. (ARSN) através do seu Departamento de Satde Publica (DSP) em
parceria com a Dire¢do Regional de Educagdo do Norte (DREN) e apoia a
implementagdo da educacgdo sexual nas escolas, de uma forma estruturada e sustentada,
envolvendo um trabalho conjunto entre os profissionais de educacao e de satde escolar.
A formacdo possibilitou desenvolver competéncias importantes na organizagdo e
dinamizacdo do Gabinete de Informacdo e Apoio (GIA), estrutura que se tornou
obrigatoria com a entrada em vigor da legislagdo referida. A organizagdo do GIA da
Escola Secundéria Camilo Castelo Branco exigiu a coordenagdo de um espago e de uma
equipa multidisciplinar, cujo objetivo se relaciona com a orientagdao dos alunos em
assuntos atinentes a saide em geral e a educacao sexual em particular. Foi um trabalho
muito exigente, mas muito gratificante quer em termos profissionais quer pessoais, uma
vez que, ajudar os adolescentes nas suas necessidades, permite-nos refletir ¢ adaptar a

nossa pratica como educadores, tanto na escola como na préopria familia.

Apos a formagdo, submeti o meu curriculo a apreciagdo do CCPFC que procedeu ao
meu registo como formador (CCPFC/RFO-30706/12), nas seguintes areas ¢ dominios:
C05 — Didatica Especifica (Biologia); D11 — Educagdo para a Saude e D12 - Praticas de
Educagdo para a Saude (Educagdao Sexual) aplicada a Educadores de Infancia e
Professores dos Ensino Bésico e Secundario (anexo 18). A formacdo recebida e o
Certificado de Qualificacdo de Formador permitiram-me, desde 2011/2012, colaborar
com o Centro de Formacdo do Agrupamento de Escolas Camilo Castelo Branco e
organizar ¢ ministrar a formag¢ao “Educacdo para a Sexualidade na Aplicacdo do
Programa PRESSE” dirigida aos diretores de turma (anexos 19, 20 e 21), no sentido de
apoiar a aplicacdo da Lei n.° 60/2009 de 6 de agosto que estabelece o regime de
aplicagdo da educagdo sexual em meio escolar. Esta formag¢do foi organizada em
parceria com as enfermeiras da saude escolar e com a psicologa dos servicos de

psicologia e orientagdo.



3.3. TECNOLOGIAS DE INFORMACAO E COMUNICACAO (TIC)

Durante o ano letivo 1998-1999 participei no Curso “A informéatica no ensino” sob o
registo de acreditacio CCPFC/ACC — 13257/98. Com 50 horas, foi promovido pelo

Centro de Formagao Profissional do Sindicato de Professores da Zona Norte (anexo 22).

Em 2000-2001 frequentei a Formacao “ O computador e os sensores no ensino das
Ciéncias”, promovida pelo Departamento de Motricidade, Ciéncias Exatas e Naturais e
o Projeto “Ciéncia Viva” da escola EB 2,3 Dr. Nuno Simdes, em colaboracdo com a

Noveduc — Material Didatico, Lda (anexo 23).

Finalmente, neste dominio, em 2010-2011, frequentei o Curso “Competéncias
Digitais (nivel 1) com o registo de acreditacdo n° CCPFC/ACC — 58574/09, de 15 horas,

que decorreu na Escola Secundaria Camilo Castelo Branco (anexo 24).

As TIC mudaram completamente a minha pratica pedagdgica ao longo dos anos.
Tomei conhecimento da existéncia de ferramentas e tecnologias que podem ser
utilizadas em contexto de sala de aula e que s3o potenciadoras e facilitadoras do
processo de ensino-aprendizagem, facultando aulas mais estimulantes e aumentando a
motivacdo dos alunos. Por outro lado, tomei consciéncia das potencialidades dos
programas informaticos no apoio a aplicacdo dos critérios de avaliacdo, com a
construcdo de grelhas em programas de calculo. O desenvolvimento de competéncias ao
nivel da utilizacdo de plataformas facilitou também a comunicacdo com toda a

comunidade, permitindo a disponibiliza¢do ou a recolha de materiais.

Apds a conclusao de cada formagdo, refleti sobre as competéncias adquiridas e
sobre a forma de as mobilizar para a melhoria do desempenho dos alunos. Foram varios
os momentos em que tive oportunidade de as pdr em pratica, quer na partilha com

colegas de profissdo, quer em atividades curriculares e extracurriculares.



4. ESTRATEGIAS PEDAGOGICAS IMPLEMENTADAS E O SEU
CONTRIBUTO NA MELHORIA DAS APRENDIZAGENS DOS ALUNOS

“Aprende-se a fazer fazendo”

Aristoteles

Em ambas as areas de formagao, planifiquei e implementei diversas estratégias em
atividades curriculares e extracurriculares, visando a melhoria das aprendizagens pelos
alunos. Aqui, destaco algumas atividades que considero relevantes por serem
esclarecedoras da compreensdo de fendémenos naturais (cuja reprodugdo pode tornar-se
dificil em sala de aula), por permitirem a aplicagdo de conhecimentos em situagdes do
quotidiano (realgando a sua utilidade e visando uma aprendizagem criativa e ativa), por
desenvolverem o espirito de curiosidade e permitirem a aplicacdo do método cientifico,
pelo cardter diferenciador capaz de fomentar a abertura ao meio, criando sinergias
positivas com diversas entidades internas e externas ao territério educativo e,

finalmente, pela experiéncia e consequente aprendizagem que me ofereceram.

4.1. VISITAS DE ESTUDO

No ano letivo 1998/1999 planifiquei uma visita de estudo no ambito da Geologia
inserida no programa do 7° ano (figura 1). Para além da visita ao Museu de Geologia da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), dinamizou-se uma aula de
campo nas Fisgas de Ermelo e proporcionou-se a visita ao Planetdrio do Porto. No

Museu de Geologia os alunos apreciaram uma vasta cole¢do de fosseis, minerais e

Figura 1: Visita guiada ao museu de Geologia da UTAD (1998/99).
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rochas e observaram laminas no microscopio petrografico. Foi também possivel

observar os técnicos a transformar uma amostra numa lamina delgada.

Mais tarde, a visita evoluiu para uma breve aula de campo, que decorreu em
pleno Parque Natural do Alvao. Os alunos apreciaram a cascata das Fisgas de Ermelo
(figura 2), ex-libris do Parque, verificando a forte incisdo resultante da capacidade
erosiva das aguas do rio Olo sobre os quartzitos ordivicicos que se dispdem em
bancadas formando um anticlinal. A aula de campo foi também interessante do ponto de
vista ambiental, sendo possivel perceber a importancia das areas protegidas, no sentido
de preservar recursos geologicos para além da fauna e flora: nas aldeias de Lamas de
Olo e de Fervenca observou-se a valorizagdo dos recursos geoldgicos da regido, nas
casas tradicionais de granito e xisto, com os seus telhados de colmo, assim como alguns

espigueiros e as construgdes de sustentagdo de socalcos.

Figura 2: Aula de campo nas Fisgas de Ermelo.

A tarde, ja no Planetario do Porto, assistiu-se & apresenta¢io “A nossa Estrela - o
Sol”, permitindo perceber que o sol para além de fornecer a energia que suporta a vida,
¢ responsavel pelas auroras boreais, por alteracdes climdticas e por interrup¢des nas
comunicagdes € no fornecimento de energia elétrica, e que a sua imutabilidade ¢ apenas
aparente pois, uma observagao com equipamento adequado revela afinal uma estrela em
atividade, permitindo, a compreensdao do papel da tecnologia no avango do

conhecimento cientifico.

Tendo consciéncia da riqueza geoldgica da regido de Tras-os-Montes e da
importancia das aulas de campo, preparei os alunos previamente para os aspetos mais
importantes que iriam ser observados, no sentido de potenciar os resultados. Foram

muitos quildmetros de autocarro decorridos num ambiente de motivacdo e alegria. Foi
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também muito enriquecedor, pelo contacto que os alunos estabeleceram entre eles e
com os professores. Para muitos, foi uma visita de estudo inesquecivel, afinal, foi o dia
em que alguns alunos residentes no concelho de Vila Flor foram ao Porto pela primeira

Vez.
4.2. AULAS DE CAMPO

O recurso a aulas de campo ¢ das estratégias que mais motiva os alunos para o
estudo das ciéncias. Com objetivos muito claros e metodologia bem definida,
normalmente em grupos de trabalho, ¢ possivel desenvolver curiosidade cientifica,
autonomia e espirito de lideranga e cooperagdo. A figura 3 regista uma aula de campo,
cujo principal objetivo foi identificar relagdes bidticas entre as espécies existentes nos
canteiros da escola. Foi recolhida uma pequena amostra de liquenes, levada para o
laboratorio e observada a lupa e ao microscopio, no sentido de desenvolver o conceito
de simbiose e competéncias psicomotoras relacionadas com o manuseamento dos

instrumentos Oticos.

Figura 3: Observagdo de liquenes nas arvores.

4.3. UTILIZACAO DE MODELOS PEDAGOGICOS

O recurso a modelos que simplifiquem a compreensao de fendémenos naturais pode

revelar-se facilitador. No sentido de despertar o interesse sobre o papel das raizes das
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plantas na estrutura do solo, foi montada a atividade ilustrada na figura 4, constituida
por dois garrafdes com solo, sendo que num deles cresceu uma planta . Apds a adigao
de 4gua nos dois solos, pela observacdo da diferenca da cor da agua infiltrada e
recolhida, os alunos inferiram a importancias das raizes na sustenta¢do das particulas do
solo, deduzindo sobre os efeitos negativos dos incéndios ou desflorestagdo, na sua

estrutura.

Figura 4: Importancia das raizes na manutengao da estrutura do solo.

Outras atividades experimentais foram realizadas com recurso a modelos. Na
figura 5 apresenta-se a simula¢do de uma erupcdo vulcanica e a utilizagdo de um

modelo da estrutura interna da Terra.

Figura 5: Simulac¢@o de uma erupgao vulcanica.

4.4. COLABORACAO COM INSTITUICOES DE INVESTIGACAO
4.4.1. “CODIGO DA VIDA: O CRIMINOSO”

Decorreu nas instalagdes do IPATIMUP, permitindo aos alunos de Biologia do
12°ano compreender a importancia da molécula de DNA na identifica¢do de individuos,

nomeadamente nas ciéncias forenses (figura 6). Com recurso a técnicas de biologia
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molecular foram convidados a encontrar um criminoso de entre um conjunto de

suspeitos.

Figura 6: Atividade experimental “Cddigo da vida: o criminoso” (2008/2009).

A utilizagdo de enzimas de restri¢ao e a possibilidade de fazer uma eletroforese,
permitiram aplicar conhecimentos adquiridos ao longo das aulas e ultrapassar algumas
dificuldades relacionados com a falta de equipamentos na escola. Por outro lado o
contacto com instituigdes de prestigio na investigacdo em Portugal, foi certamente um

fator de motivagado adicional para os alunos.
4.4.2. “CONSTRUCAO DE UM ALGARIO E EXTRACAO DE AGAR-AGAR

Esta atividade decorreu em 2010/2011, nas instalacdes do Centro de
Monitoriza¢do e Interpretacio Ambiental (CMIA), Vila do Conde, cuja coordegao
cientifico-técnica esta a cargo do Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e
Ambiental (CIIMAR) da Universidade do Porto. Enquadrou-se no estudo de organismos
pertencentes ao reino dos Protista e possibilitou, aos alunos do Curso Profissional de
Processamento e Controlo da Qualidade Alimentar, construir um algario (figura 7) e

tomar consciéncia da enorme diversidade de algas na nossa costa.

Figura 7: Construcdo de um algéario.
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Posteriormente tiveram oportunidade de extrair agar-agar de algas do género
Gelidium (figura 8).Como resultado, os alunos identificaram a origem do agar-agar que
utilizam na preparacdo de meios para cultura de microrganismos e inferiram sobre a

importancia das algas na producdo de gelificantes para a industria alimentar.

7 e
Figura 8: Alguns detalhes do procedimento realizado para extracdo de agar-agar de algas.

4.5. ORIENTACAO DE PROVAS DE APTIDAO PROFISSIONAL (PAP)

Em 2009/2010 iniciei a atividade como formadora de Microbiologia ao Curso
Profissional de Técnico de Processamento e Controlo da Qualidade Alimentar. Foi um
dos maiores desafios da minha carreira, como atras referido, dada a exigéncia de
competéncias técnicas e laboratoriais especificas, uma vez que estes profissionais
deverdo ser capazes de aplicar Legislacdo e Normas de controlo microbiolégico de
alimentos. Perante a especificidade dos temas, a pesquisa bibliografica foi essencial
assim como a procura de formacdo especifica ja aludida. Foi muito Util também a
utilizagdo do site e-escola (http://e-escola.tecnico.ulisboa.pt/), que permitiu visualizar e
compreender técnicas e procedimentos essenciais. Foram diversas as atividades de
carater laboratorial que foram desenvolvidas, distribuidas pelos diversos modulos da
disciplina, desde ahistoria da microbiologia, passando pelas caracteristicas fisicas e
metabolicas dos microrganismos dos diversos reinos (monera, protista e fungos), até as
técnicas de controlo microbiolégico do leite e produtos lacteos, agua, carne e produtos

carneos e peixe.

Neste ambito ainda, saliento a orientagdo de Provas de Aptidao Profissional

(PAP) que os alunos desenvolvem no ultimo ano do curso, onde aplicam competéncias

15



adquiridas ao longo do seu percurso académico. Foram diversos os temas relacionados
com a microbiologia. Destaco o projeto “Producdo de cogumelos Pleurotos ostreatus”
no qual duas alunas criaram as condi¢des para produzir cogumelos no laboratorio da
escola (figura 9), durante o ano letivo 2011/12. Uma das minhas preocupagdes como
orientadora da PAP foi fomentar nos alunos o espirito empreendedor e, neste caso, as
alunas aliaram conhecimentos abordados ao longo do mdédulo “Fungos e leveduras”
com técnicas de manipulagdo de microrganismos e inocularam em palha, spawn
(micélio) da variedade comercial Pleurotus ostreatus. O spawn foi adquirido a uma
empresa certificada e para além da cultura de cogumelos, foi possivel observar o ciclo

de vida dos Basidiomicetes.

Figura 9: Orientacdo da PAP- Produgdo de cogumelos Pleurotus ostreatus.

4.6. ARTICULACAO ENTRE A ESCOLA E A COMUNIDADE

Desenvolver o carater empreendedor das PAP dos alunos foi um dos objetivos
que me levaram a organizar a segunda edic¢do da atividade “Camilo empreende”. Apos
uma primeira edicdo em 2009/2010, a “Camilo empreende” 2014/2015 (figura 10)
destacou-se pela sua forte relacdo com o “Espaco Famalicdo Made In” (Gabinete de
apoio ao empreendedor da Camara Municipal de Vila Nova de Famlicio) e com o
Instituto do Emprego e Formagao Profissional (IEFP) de Vila Nova de Famalicdo. A
atividade foi destinada a cerca de 100 alunos do 3° ano dos cinco cursos profissionais e
foram trabalhadas trés grandes 4reas: motivagdo e lideranca, empreendedorismo e
técnicas de procura de emprego. Foi essencial a articulagdo com as entidades parceiras,

no sentido de despertar o interesse dos alunos pelo desenvolvimento do “préprio
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emprego” e apresentar-lhes estruturas que poderdo orientd-los durante a inser¢do no

mundo do trabalho.

Figura 10: Participacdo do IEFP na “Camilo Empreende”.

5. IMPLEMENTACAO DO PROJETO DE EDUCACAO PARA A SAUDE (PES)
E A SUA RELEVANCIA PARA A EDUCACAO INTEGRAL DOS ALUNOS

A participagdo na equipa PES constituiu um dos projetos mais abrangentes da
minha atividade docente, pelas atividades desenvolvidas, pelo envolvimento da
comunidade educativa e pelas parcerias estabelecidas. A minha participagcdo evoluiu
para coordenadora da equipa constituida por diversos professores, psicologa e

enfermeiras da satde escolar.

O desenvolvimento, nos alunos, de héabitos de vida sauddvel e comportamentos
assertivos foram os principais objetivos da equipa que trabalhou na implementagdo de
projetos de ambito nacional ou regional, como sejam: PASSE (Programa de
Alimenta¢do Saudédvel em Saude Escolar), PELT (Programa Escolas Livres de Tabaco),
PNSO (Pano Nacional de Saude Oral), e PRESSE (Programa Regional de Educa¢do
Sexual em Satde Escolar). O gosto pelas atividades experimentais levaram-me a
complementar a implementacao dos programas referidos com atividades de carater
cientifico, sempre protagonizadas por alunos. Neste Relatério relevo as atividades

“Operagao maos limpas” e “O efeito de substancias psicoativas sobre o ritmo cardiaco”.
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5.1. “OPERACAO MAOS LIMPAS”

A “Operagao maos limpas” resultou da tentativa de complementar o Plano de
Contingéncia da Gripe A, definido na Escola Secundaria Camilo Castelo Branco no ano
letivo 2009/2010. A atividade foi desenvolvida por alunos do Curso Profissional de
Processamento e Controlo da Qualidade Alimentar ¢ alunos do 9° ano integrados na
unidade “satde individual e comunitaria”, tendo como objetivos: demonstrar que as
maos possuem microrganismos potencialmente causadores de infegdes, sensibilizar para
a importancia da higienizacdo das maos e desenvolver o espirito de curiosidade
cientifica. Os alunos deslocaram-se as varias salas de aula, equipados com um kit
(constituido por placas de Petri com meio de cultura, uma lamparina, fosforos e um
frasco de gel desinfetante) para recolha das impressdes das maos de um aluno de cada
turma. A recolha da amostra foi realizada em cada aluno 2 vezes: antes e depois de
desinfetar as maos com o “gel desinfetante” usado na escola. As placas de Petri foram
incubadas a 37°C, cerca de 48 horas e os resultados expostos na biblioteca da escola,

num local reservado para o efeito (figura 11).

Figura 11: Apresentagdo dos resultados da “Operagdo maos limpas”.

Pelos resultados, foi notoria a importancia da higienizacdo das maos, pois nas
placas onde se recolheram as impressdes apos a desinfe¢do, na esmagadora maioria dos
casos ndo apresentavam quaisquer colonias, em contraste com as placas onde se
recolheram as impressdes antes da desinfe¢do das maos, onde existiam coldnias em
numero variavel. Esta atividade teve grande impacto na sensibilizagdo da comunidade
escolar para o cumprimento do Plano de Contingéncia da Gripe A, uma vez que
comprovou a presenga de microrganismos nas maos e o efeito preventivo da desinfe¢ao.
Em simultaneo, os alunos tiveram oportunidade de aplicar técnicas e procedimentos

importantes em microbiologia, tais como: prepara¢do de meio de cultura, esterilizag@o
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de materiais ¢ meios de cultura, plaqueamento, implementagdo de condi¢des de
assepsia, com a utilizacdo da lamparina durante a recolha da amostra, observacao e

discussdo dos resultados.
5.2. “O EFEITO DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS NO RITMO CARDIACO”

A prevengao da toxicodependéncia foi também uma preocupagao da equipa PES,
que em parceria com projeto “Mais vale prevenir” promovido pelo Centro de
Solidariedade de Braga/Projeto Homem realizou uma sessao de esclarecimento sobre as
consequéncias do consumo de substancias psicoativas (figura 12). Mais uma vez,
explorei as potencialidades da Biologia em beneficio da Educacdo para a Saude e
implementei a atividade “O efeitos de substancias psicoativas sobre o ritmo cardiaco”.
Alunos de Ciéncias Naturais do 9° ano desenvolveram a atividade na biblioteca (figura
12) usando um modelo bioldgico (Ddfnia magna) que permite observar in vivo 0s
efeitos de algumas substancias sobre o sistema nervoso. Para o efeito foi utilizado uma
solugdo alcoodlica (wiski), uma solucdo a base de uma bebida energética (com cafeina),

dafnias, pipetas, laminas escavadas e microscopios.

Cada dafnia era colocada numa lamina em solu¢ao de alcool ou da bebida
energética. Numa terceira montagem encontrava-se uma dafnia mergulhada na 4gua em
que crescera, sem quaisquer aditivos. Pela contagem dos batimentos cardiacos por
minuto, foi possivel observar com clareza o efeito calmante do alcool e o efeito
estimulante da cafeina sobre o ritmo cardiaco da dafnia. A atividade foi aberta a
comunidade e contou com a presen¢a de inimeros alunos, que acompanhados pelos
professores se distribuiam pelos diversos microscopios ¢ executavam o procedimento

orientados pelos alunos da equipa organizativa.

Figura 12: “O efeito de substancias psicoativas sobre o ritmo cardiaco das dafnias.”
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Esta atividade permitiu, por um lado, reforgar os conhecimentos dos alunos
relativos a fisiologia do sistema nervoso e, por outro, alertar para as consequéncias do
consumo de substincias psicoativas e sensibilizar para a adocdo de habitos de vida

saudavel.

6. PROJETOS CIENTIFICOS DESENVOLVIDOS E O SEU CONTRIBUTO NO
RECONHECIMENTO DO PAPEL DA CIENCIA NA RESOLUCAO DE
PROBLEMAS DO QUOTIDIANO

6.1. DO PROJETO “E QUANDO OS ANTIBIOTICOS NAO FUNCIONAM” ATE
AO PROJETO “FAGOTERAPIA PARA AS CARIES”

A participagao em projetos extracurriculares permite aos alunos o desenvolvimento
de competéncias de autoaprendizagem de extrema importancia no futuro, tanto ao nivel
académico como ao nivel pessoal. Durante o meu percurso profissional, respondi a
varios desafios extracurriculares que, embora tenham ocupado grande parte do tempo
pessoal, possibilitaram também enriquecer a minha experiéncia e, acima de tudo,
permitiram observar a evolucao e satisfacao dos alunos, pois o trabalho foi pensado e

desenvolvido tornando-os o centro de todas as atividades.

Durante o ano letivo 2009/2010 participei no projeto “Oceanos, Biodiversidade e
Saide Humana”, promovido pela Agéncia Nacional para a Cultura Cientifica e
Tecnolodgica (Ciéncia Viva), coordenando duas equipas que participaram no desafio “E
quando os antibidticos ndo funcionam” (anexo 25). A equipa “Os Técnicos” era
composta por alunos do 11° ano do Curso Profissional de Processamento e Controlo da

Qualidade Alimentar (http://www.cvtv.pt/junior/index.asp?id_video=657&id_tag=15).

A equipa, “004-Missao OBS” era composta por alunos da turma B do 12° ano do Curso
de Ciéncias e Tecnologias, que solicitaram a minha colaborag¢do no desenvolvimento de
um projeto de investigagio, enquadrado na disciplina de Area de Projeto. Embora nio
fosse  professora dessa  turma, aceitei  colaborar com os  alunos

(http://www.authorstream.com/Presentation/520esccb-412752-quando-os-antibi-ticos-n-

o-funcionam-Grupo12C-0-Introdu-Atividade1-Conclus-e-ant-Entertainment-ppt-

powerpoint/).
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O desafio “E quando os antibioticos nao funcionam” teve como principais
objetivos isolar bacteri6fagos, presentes em cursos de agua da regido, com atividade
litica contra Escherichia coli, e estudar a possibilidade de serem usados como
alternativa ao uso de antibidticos no seu controlo. O trabalho foi realizado nos
laboratérios da Escola Secundaria Camilo Castelo Branco, em Vila Nova de Famalicao.
A participagao neste projeto marcou-me, nao s6 pela pertinéncia do tema, mas também
pelo empenho dos alunos que me motivaram para o desenvolvimento de outros projetos

de investigagao.

Em 2010/2011 participei na 9* edi¢do do concurso “Ciéncia na Escola” promovido
pela  Fundagdo  Ilidio  Pinho. Integrada no  “Clube da  Ciéncia”

(http://clubedacienciaesccb.blogspot.pt/2011_02 01 archive.html) e inspirada pela

experiéncia do ano anterior, criei o projeto “Fagoterapia para as caries”. Neste trabalho
pretendeu-se investigar uma alternativa para prevenir e tratar caries dentdrias através da
aplicacao de bacteriofagos. Inicialmente de cardter meramente pedagogico, o projeto
evoluiu e passou a assumir responsabilidades na area da educacao para a saude, tendo
tido um impulso renovado depois dos contactos estabelecidos com Investigadores do
Departamento de Biologia (DB) da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto
(FCUP) e com professores da Cooperativa de Ensino Superior, Politécnico e

Universitario (CESPU).

6.2. DESENVOLVIMENTO DO PROJETO “FAGOTERAPIA PARA AS
CARIES”

Foram definidas trés fases de trabalho: Fase 1-Promog¢do do projeto; Fase 2-

Desenvolvimento de trabalho de investigacao; Fase 3- Apresentacdo dos resultados.

A fase 1 teve como objetivos a promogao do projeto e a producdo dos protocolos
laboratoriais. Durante algumas semanas, decorreram encontros com os alunos na
biblioteca da escola, com o objetivo de proceder a revisao da literatura sobre saude oral,
em geral, e das condi¢des promotoras do desenvolvimento de céries, em particular. Este
trabalho mereceu a ateng¢do especial dos alunos do Curso Profissional Auxiliar
Protésico, naturalmente mais sensibilizados para o tema. Estes alunos desenvolveram
também um logdtipo e alguns materiais identificativos do grupo de trabalho, assim

como um blog promotor do projeto (fagoterapiacaries.blogspot.com). Paralelamente,
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alunos do 12° ano do Curso Profissional de Processamento ¢ Controlo da Qualidade
Alimentar fizeram o inventario de todos os materiais necessarios, dada a sua maior
experiencia em microbiologia. Foram também desenvolvidos contactos no sentido de
estabelecer novas parcerias. A iniciativa teve sucesso, pois tivemos a colaborac¢do de
multinacionais que ofereceram embalagens de dentifricos para distribuir aos

participantes.

Em fevereiro decorreu um rastreio de saide oral, realizado pelos técnicos da
CESPU, apoiados pelos alunos do Curso Profissional Auxiliar Protésico, que excederam

as expetativas em termos de empenho e responsabilidade no trabalho (figura 13).

Figura 13: Rastreio de satide oral realizado por técnicos da CESPU.

A fase 2 do projeto correspondeu ao trabalho de investigacdo e teve como
objetivos isolar bacteridfagos da microbiota oral e estudar a possibilidade de serem
utilizados no controlo de bactérias causadoras de carie; desenvolver competéncias
cientificas (tedricas e praticas) no dominio das Ciéncias em geral e da Microbiologia em
particular e reconher a importancia da investigacao cientifica na resolucdo de problemas
do quotidiano. A investigacdo foi organizada em trés atividades distintas a serem
efetuadas de um modo sequencial. Atividade 1 - Preparacdo de material, solugdes e
meios de cultura; Atividade 2 - Isolamento, purificagdo e identificacdo de bactérias da
flora oral a partir de amostras de saliva, nomeadamente as promotoras do
desenvolvimento de carie (Streptococos mutans, Streptococos sobrinus, Streptococos
salivairus); Atividade 3 - Isolamento, purificagdo de bacteridfagos das amostras de

saliva e identifica¢cdo do painel de hospedeirosos dos fagos isolados.

Durante a primeira atividade, os alunos procederam a esterilizagdo dos materiais,

solucdes € meios de cultura necessarios as proximas fases, recorrendo a autoclave e a
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estufa. Na atividade 2, apds a recolha Sml de saliva de 2 alunos voluntarios, efetuaram-
se diluicdes seriadas em soro fisioldgico. Posteriormente procedeu-se a inoculacao em
Agar Mitis Salivarius (MSA) com telurito de potassio (1%), um meio seletivo
recomendado para isolamento de culturas mistas de estreptococos associados ao
desenvolvimento de carie, permitindo distinguir diversas espécies pelas caracteristicas
das colonias. A incubacdo foi feita em anaerobiose, a 37 °C, durante 48 horas.
Posteriormente, foram selecionadas as colonias provenientes de um aluno, o Luis, que
apresentavam as caracteristicas correspondentes as espécies consideradas (figura 14).
Quatro coldénias diferentes foram entdo repicadas, no sentido de proceder ao seu
isolamento. A cada uma foi atribuido um cédigo (primeira letra do nome do aluno € um
numero, correspondente a diferentes colonias), para evitar confusdes no prosseguimento

do trabalho, uma vez que ndo foi possivel a sua identificagdo por métodos bioquimicos.

Figura 14. Resultados do isolamento de bactérias de amostras de saliva.

A atividade 3 decorreu ao longo de 4 dias. A partir de uma amostra de saliva do
mesmo aluno, procedeu-se a amplificagdo dos potenciais bacteribfagos existentes
recorrendo a uma cultura de S. mutans (ATCC). Simultaneamente, varias culturas de
bactérias isoladas na atividade 1 foram incubadas em Brain-Heart Infusion (BHI), meio
enriquecido para cultura das bactérias em estudo. Na tultima etapa da atividade, foram
inoculadas culturas contendo bactérias e bacteriéfagos, ambos isolados da saliva do
mesmo aluno, em placa com BHI agar, recorrendo a técnica da dupla camada. Mais uma
vez, as placas foram incubadas a 37 °C em anaerobiose, em posicdo invertida. Ao 4° dia
foi possivel fazer as observagdes (figura 15), proceder ao registo e a discussdo dos
resultados. Na cultura correspondente a bactéria L4, foi possivel observar algumas

zonas onde esse crescimento foi impedido (zonas translucidas). Na cultura
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correspondente a bactéria L7 apenas se observaram zonas mais claras na camada em
crescimento. Nas placas utilizadas como controlo, onde se inoculou apenas bactérias, a

camada em crescimento apresentava-se homogénea nao se verificando “zonas claras”.

Figura 15: Observacéo de placas de lise. Resulatdos da atividade 3.

As zonas referidas poderdo corresponder a placas de lise indicando infe¢do
fagica, no entanto carecem de confirmagdo, uma vez que ndo nos foi possivel o
isolamento dos bacteriéfagos a partir dessas zonas. A necessidade de restruturar
procedimentos dificultou o cumprimento de alguns objetivos inicialmente propostos, no
entanto, as observagdes foram muito reconfortantes para a equipa de jovens

investigadores.

Durante a tltima fase do projeto (fase 3), foram apresentados os resultados da
investigacdo a comunidade escolar e feita a avaliagdo de todo o trabalho. A sessdo,
durante a qual os alunos participantes apresentaram o trabalho desenvolvido, no

auditorio da escola, contou com a presenca dos parceiros (Figura 16).

Figura 16: Apresentagdo dos resultados do projeto “Fagoterapiapara as caries”.
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6.3. BALANCO DA PARTICIPACAO EM PROJETOS CIENTIFICOS

A coordenagdao do projeto ‘“Fagoterapia para as Caries” possibilitou o
desenvolvimento de um trabalho colaborativo com universidades, nomeadamente
durante a planificagdo do projeto e o desenvolvimento do trabalho de investigacdo. Para
o sucesso do trabalho, gostaria de realgar a colaboracdo de professores e alunos do
Curso Profissional de Audiovisuais, que deram um contributo indispensavel na
producdo e edicdo do video exigido pelo juri do concurso que pode ser consultado no

blog cujo endereco ¢ http://fagoterapiacaries.blogspot.pt/, criado para a divulgagdo do

projeto.

A selecdo do projeto a ultima fase do concurso (anexo 26) permitiu, para além da
promog¢do da identidade da escola, a atribuicdo de um prémio de Mérito pelo Jari
Nacional de Concurso de Ideias do Prémio da Fundagdo Ilidio Pinho “Ciéncia na
Escola”. A verba atribuida enriqueceu o inventéario dos laboratdérios com equipamentos,

indispensaveis nao so6 para a realizagdo do projeto mas também de outras atividades.

Para a avaliacdo do sucesso do trabalho, considerou-se como ponto de partida o
facto dos alunos participantes pertencerem ao 1° ano do ensino profissional, com poucas
ou raras competéncias em termos de trabalho experimental. Apesar desta dificuldade, o
facto de pertencerem a variante Protese Dentaria do Curso Profissional Auxiliar
Protésico favoreceu a motivagdo. Tomando em consideragdo o inquérito aplicado aos
alunos, no final do projeto, concluimos que houve efeitos nas aprendizagens,
nomeadamente no desenvolvimento de conhecimentos e atitudes mais responsaveis ao
nivel de higiene oral, no desenvolvimento de competéncias ao nivel psicomotor
relacionadas com atividades experimentais, nomeadamentea aquisicdo de regras basicas
de seguranga durante o trabalho no laboratdrio; a identificacio de equipamentos; o
dominio das técnicas de esterilizagdo de material de vidro, solu¢des e meios de cultura;
a producao de meios de cultura e o seu plaqueamento; a aplicagdo de técnicas de cultura
de microrganismos; o dominio de técnicas de obtencdo de culturas puras,
nomeadamente técnica das diluicdes seriadas e repicagem; a pipetagem com utilizagdo
de pipetas de vidro e micropipetas; o desenvolvimento de condi¢gdes de assepsia com a
utilizagdo de lamparina e da camara de fluxo laminar. O facto de trabalharem com
amostras da propria saliva despertou interesse e todo o trabalho permitiu que tivessem

uma perspetiva real sobre o desenvolvimento de uma investigacdo, desde a identificacao
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do problema, passando pela exigéncia do trabalho no laboratorio até a leitura e
interpretagdo de resultados. Foram também desenvolvidas competéncias relacionadas
com a apresentacdo publica de trabalhos e contribuiu para o reconhecimento da

importancia da investigacdo cientifica na resolugdo de problemas do quotidiano.

O papel das universidades no desenvolvimento da investigagdo, foi também
reconhecida pelos alunos e despertou o interesse na continuidade dos estudos ao nivel
do ensino superior. Estiveram envolvidos diretamente no projeto cerca de 30 alunos,
trabalhando quase diariamente, embora muitos outros participassem nas atividades que
foram sendo desenvolvidas, nomeadamente no rastreio de saude oral € na sessdo de

apresentacao dos resultados.

Considero que iniciativas desta natureza se revelam importantes para os diversos
intervenientes. As universidades percebem a realidade das escolas do ensino secundario,
identificam as dificuldades de trabalho ao nivel de recursos materiais e humanos e as
necessidades de formacgdo docente em areas especificas. Do ponto de vista da escola,
estas iniciativas sdo de extrema importancia para o sucesso do Projeto Educativo,
impelindo dinamismo no Plano de Atividades, valorizando as relagdes interpessoais,
promovendo o sucesso escolar e reforcando a sua identidade na comunidade. Por outro
lado permitem a aquisicdo de materiais, como foi aquisi¢do de meios de cultura
desidratados, filtros de 0,22 um e uma microcentrifuga, que enriqueceram o inventario
dos laboratorios e que sdo essenciais para o desenvolvimento de atividades
experimentais, funcionando como um estimulo ao trabalho dos professores e alunos. Na
perspetiva do professor, a participagdo nestas atividades é uma oportunidade de
desenvolver competéncias, funcionando como uma “Ac¢dao de Formagdo Continua”,
permitindo demonstrar a motivagdo, que os leva a ultrapassar dificuldades associada ao
facto das condi¢des para desenvolver trabalhos laboratoriais serem muitas vezes

limitadas.

O trabalho de equipa em iniciativas desta dimensdo € essencial sendo necessario
um espirito de lideranca que mantenha a equipa coesa e motivada para o trabalho, que
nem sempre correu bem. Pelo facto de ndo existirem protocolos experimentais pré-
definidos, houve necessidade de repetir procedimentos que demoravam dias a concluir.
Posso referir o caso da sele¢do do meio de cultura, pois 0 meio inicialmente utilizado,

ndo permitiu o crescimento das culturas e foi substituido. A filtracdo da saliva constituiu
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outro obstaculo, pois ¢ uma substincia que apresenta elevada viscosidade sendo
completamente impossivel filtrar diretamente nos filtros recomendados (0,22 um). Estes
sdo exemplos de situagdes que atrasaram os trabalhos mas, do ponto de vista
pedagdgico resultaram em exceléncia, permitindo transmitir aos alunos a realidade de
um trabalho de investigacao, as dificuldades que um investigador tem de ultrapassar ¢ a

importancia de um trabalho de equipa para superar as dificuldades.

Para finalizar, gostaria de salientar, para além do carater pedagdgico e promotor de
saude oral, a importancia cientifica do trabalho em causa. A carie ¢ uma doenca bem
difundida, constituindo uma preocupagao das autoridades de satude e deve ser prevenida
desde tenra idade. A terapia fagica estd a ser estudada atualmente podendo constituir
uma solugdo para a sua prevencdo ou tratamento. Motivada por toda a aprendizagem
adquirida e pela experiencia enriquecedora, decidi avangar na investiga¢do relacionada
com a aplicagdo de bacteriofagos em biocontrolo, que desenvolvo na segunda parte

deste relatorio.
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7. CONCLUSAO

O trabalho descrito representa parte do universo de dezanove anos de atividade
docente, refletindo uma evolucdo e a mobilizagdo de competéncias. A formagdo esteve
sempre fortemente associada ao meu percurso profissional, respondendo a necessidades

especificas, diagnosticadas em cada ano letivo.

A minha pratica educativa ¢ caracterizada pela implementagdo de metodologias
diversificadas, com uma forte componente experimental, focada no desenvolvimento da
curiosidade cientifica e baseada na importancia da investigacdo na resolucdo de
problemas do quotidiano. Outra caracteristica associada ao trabalho desenvolvido ¢ o
carater empreendedor de algumas atividades, que reconhego como essencial para o
sucesso dos alunos durante o ingresso no mundo do trabalho. A formacgao civica dos
alunos, para além da sua formacdao académica, foi também uma preocupacao,
nomeadamente o desenvolvimento de competéncias relacionadas com o
desenvolvimento de habitos de vida saudavel e de respeito pelos outros, considerando as

suas diferengas.

Finalmente, reconheco o forte carater colaborativo do trabalho desenvolvido,
catalizador do sucesso do processo educativo. Valorizo a aprendizagem informal,
procedente da troca de experiéncias e reconhe¢o a importancia da articulagdo com
instituicdes do ensino superior, essencial para a preparagao de docentes motivados e

motivadores.
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PARTE I

APLICACAO DE BACTERIOFAGOS EM BIOCONTROLO
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8. APLICACAO DE BACTERIOFAGOS EM BIOCONTROLO
8.1. INTRODUCAO

Na area da microbiologia, a relacdo bacteriofago/bactéria sempre me inspirou
curiosidade. O modo como a relagdo se estabelece, as potenciais vantagens dessa
relagdo na area da saude, no controlo da qualidade alimentar e ambiente, entre outras,
sdo aparentemente muito promissoras na resolucdo de diversos problemas do
quotidiano. Com este trabalho, pretendo preparar-me cientificamente sobre este tema
para, num momento futuro, desenvolver com os meus alunos atividades capazes de
promover curiosidade cientifica e o gosto pela investigacdo, contribuindo
simultaneamente para o desenvolvimento de cidaddos proativos, interessados na
constru¢do de projetos cientificos inovadores e potenciadores da resolugdo dos
problemas do quotidiano. Por outro lado, pretendo desenvolver um trabalho com
utilidade cientifica que podera ser utilizada por qualquer professor durante as aulas de
Ciéncias Naturais ou Biologia. Finalmente, ap6s um estudo cuidado dos programas de
Biologia do Ensino Secunddrio, pretendo definir momentos pertinentes a abordagem

deste assunto, em articulagdo com as diversas unidades tematicas.
8.2. OS VIRUS — CARACTERISTICAS GERAIS

Os virus constituem um importante grupo estudado na Microbiologia e distinguem-
se de todos os outros microrganismos por nao possuirem capacidade metabolica propria.
Sdo estruturas estaticas, muito estiveis e incapazes de autonomamente trocarem ou
substituirem os seus constituintes. Possuem os seus proprios genes, no entanto, carecem
de ribossomas sendo por isso incapazes de sintetizar as proprias proteinas dependendo
de células hospedeiras para fornecer a energia e os materiais necessarios a sua
replicacdo. Podem ser classificados de acordo com a natureza e a estrutura do seu acido
nucleico: ADN ou ARN, em cadeia simples (ss, do inglés single strand) ou dupla (ds,

)Y, Os virus exibem varios tamanhos

do inglés double strand), linear (L) ou circular (C
e formas. A maioria ¢ menor do que as células procariotas, variando o seu tamanho
entre 0,02 um e 0,3 pm. O 4acido nucleico estd sempre localizado dentro duma estrutura
designada de capside, constituida por proteinas (capséomeros) organizadas de forma
precisa e padrao altamente repetitivo. O complexo constituido pelo acido nucleico e a

capside ¢ chamado de nucleocédpside ou nucleocapsideo. Alguns virus possuem uma
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camada contendo lipidos em torno da nucleocapside, designada envelope. Os virus que

ndo possuem envelope, sio chamados de virus sem envelope ou "nus" (figura 17) .

Nucleocapside  Envelope

Acido
- nucleico
%o
Cépside

Virus nu Virus com envelope

Figura 17: Estrutura dos virus nus e dos virus com envelope. Adaptado de'".

Alguns virus contém enzimas que desempenham papéis importantes no processo
de infecdo do hospedeiro. Por exemplo, alguns virus que infetam bactérias contém
lisozima (lisina) capaz de fazer pequenos orificios na parede das células, permitindo
injetar o acido nucleico no citoplasma da célula hospedeira. A lisozima ¢ novamente
produzidas em grandes quantidades na fase finalda infe¢do, causando a lise da célula

bacteriana e a libertacdo das novas particulas virais").

Os virus podem existir no interior ou no exterior das células que infetam. Fora
das células podem sobreviver por muito tempo em condigdes adversas, como entidades
inertes chamadas virides. Nestas condi¢des, ndo sdo capazes de replicar o seu genoma
ou produzir as suas proprias proteinas, uma vez que nao possuem a maquinaria
enzimdtica necessaria. Por outro lado, podem infetar células reconhecendo os seus
recetores especificos. Esses recetores sao moléculas da célula hospedeira envolvidas nas
funcdes celulares de rotina. Uma por¢do de um complexo molecular na superficie do
virus tem um formato complementar da forma desse recetor, permitindo ao virus ligar-
se a superficie da célula. Apds a adesdo, os virus injetam o genoma viral, no citoplasma
do hospedeiro, por vezes acompanhado de proteinas adicionais essenciais ao sucesso da

infegﬁo(z).
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Para que um virus se consiga replicar deve induzir uma célula hospedeira viva a
sintetizar todos os seus componentes que devem em seguida ser montados em novas
particulas virais que sdo libertadas podendo infetar outras células. O ciclo de replicagdo
viral, representado na figura 18, pode dividir-se em cinco etapas:1*- Adsor¢do, que
consiste na adesdo do virus aos recetores da célula hospedeira; 2*- Penetragdo,
resultando na inje¢dao do acido nucleico viral na célula hospedeira; 3*- Sintese de acido
nucleico e das proteinas do virus (pelo metabolismo da célula hospedeira); 4-
Maturagdo, que consiste na montagem das capsides e empacotamento de genomas virais
em novas particulas virais e 5- Libertacao com a evasdo dos virides maduros apoés lise

celular'".

Virldo
@ ona

i Hospedeiro -_! Adszor (o= T

Acapsula proteica
pErmanesce no exterior q'_‘l -,Ir

DA viral

Penetragdo
& introduzido 4

Simt e
Maturacdo

Libertacao

Figura 18: O ciclo de replicagdo de um virus bacteriano. Adaptado de".

Na figura 19 estd representada a curva de replicagdo viral. Nos primeiros
minutos apds infecdo, o nimero de particulas virais no meio sofre um eclipse que se
inicia logo que as particulas infeciosas sdo removidas do ambiente por adsor¢do, para
dentro das células hospedeiras, deixando de estar disponiveis para infetar outras células.
Durante a fase de maturacdo, a quantidade de virides ativos dentro da célula hospedeira
aumenta exponencialmente. No entanto, as novas particulas virais ainda ndo podem ser

detetadas na cultura, pois ainda se encontram dentro da célula. Em conjunto, os periodos

32



de eclipse e maturacdo designam-se de periodo de laténcia. No final da maturacdo, os
virides maduros sao libertados em consequéncia da lise celular e o seu nimero varia de

acordo com o virus ou a célula hospedeira podendo atingir alguns milhares'".

Eclipse Maturagéo
| | |
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.
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lados e libertacao

Contagem viral relativa
(unidades formadoras de placa)

Tempo

Figura 19: Curva de replicacéo viral. Adaptado de'".

A classificagdo dos virus ainda suscita imensas questdes. Alguns bidlogos
argumentam que a parte “viva” do virus ndo ¢ o virido mas a fabrica viral, dentro da
célula infetada com toda a sua atividade biossintética associada. O virido correspondera
a “semente” de uma planta que se torna ativa metabolicamente quando cai em solo fértil

(no caso de um virus, quando infeta uma célula suscetivel)™.

Os virus que infetam bactérias e utilizam os seus recursos sao classificados como
bacteriofagos ou fagos. A palavra "bacteriéfago" significa “comer bactérias”, por

. , . : 1
causarem a lise da célula bacteriana hospedeira'’).

8.3. DIVERSIDADE E ECOLOGIA DOS BACTERIOFAGOS

Os bacteri6fagos sao muito abundantes na biosfera. Omnipresentes na vida dos

(©)

procariontes"”’, s3o muito comuns em todos os ambientes naturais, estando o seu nimero

diretamente relacionado com o niimero de bactérias presentes, podendo ser facilmente
isolados a partir de fezes, alimentos, aguas residuais e outras fontes naturais®.
Desvendar a biologia dos bacteridfagos e a relagdo com os seus anfitrides — o0s
procariontes, ¢ fundamental para a compreensdo dos sistemas microbianos e a sua

exploragdo. Evidéncias experimentais tém mostrado que as populagdes de
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fagos/hospedeiros oscilam com o tempo e que os bacteriéfagos podem ser agentes da
diversificacdo dos anfitrides, conferindo-lhes novas caracteristicas, através da
transferéncia de genes uteis. Durante varias décadas, apenas um reduzido nimero de
fagos foi estudado em grande detalhe. O interesse recente foi desencadeado devido a
uma crescente consciéncia do numero de fagos existentes em ambientes bacterianos e da
sua interferéncia em aspetos relevantes da biologia das bactérias, como por exemplo nas

alteracdes da dindmica populacional ou na sua evolugio™.

8.4. TAXONOMIA DOS BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos s@o um grupo de virus bastante diversificado. Os mais conhecidos
contém genomas de dsDNA, no entanto, muitos outros incluem genomas de ssRNA,
dsRNA e ssDNA"?. A figura 20 apresenta a classificagio dos bacteriofagos tendo em

conta a natureza da sua informagao genética.

AMNA

ssDMA

(1( ; @ r

Lamiia

Figura 20: Classificagdo dos bacteriéfagos com base na natureza da informagio genética'’

O Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) ¢ o tnico organismo
internacional que se ocupa da taxonomia dos virus. Atualmente sdo classificados em 7
ordens e 26 familias, existindo adicionalmente 77 familias sem ordem definida®.0
ICTV usa todos os critérios de classificacdao disponiveis que, em bacteridfagos, equivale
a cerca de 70 caracteristicas. Na pratica, as propriedades mais importantes sdo a
morfologia, incluindo a presenca ou auséncia de envelope, a natureza e estrutura do
acido nucleico e as suas propriedades fisico-quimicas'®. Na tabela 1 caracterizam-se

algumas familias de bacteri6fagos.
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Tabela 1 Caracterizagio de algumas familias de fagos. Adaptado de'®”.

Forma Familia Caracteristicas Exemplos
— o dsDNA,L
N Myoviridae . T4
cauda contractil
<
E Sonovirid dsDNA,L N
S ( H— iphoviridae
g cauda longa, ndo contractil
o
O
dsDNA,L
o Podoviridae T7
cauda curta
. .. ssDNA, C,
O Microviridae X174
27 nm, 12 capsémeros
o dsDNA, C,
@ Corticoviridae ) PM2
X capsula complexa, lipidos, 63 nm
©n dSDNA, L,
S =
5 @ Tectiviridae vesiculas lipidicas no interior, PRD1
O
E; pseudocauda, 60 nm
o sSRNA, L,
O Leviviridae o MS2
como os poliovitus, 23 nm,
_ o dsRNA, L, segmentado,
@ Cystoviridae o D6
envelope lipidico, 70-80 nm
g
2 ! ssDNA, C, filamentos, 85-1950 de
5 = Inoviridae _ fd
% comprimento
.E
é’ dsDNA, C,
g
fg Plasmaviridae envelope lipidico, MVL2
3 Q auséncia de capside, 80 nm
[a

Os fagos polimorficos sdo representados pelas familias Plasmaviridae,
Fusseloviridae e Guttaviridae que apresentam dsDNA. A familia Plasmaviridae inclui
fagos que sdo cobertos por um envelope de lipoproteinas e ndo apresentam céapside. Os
membros da familia Fusseloviridae, apresentam o genoma dentro de uma capsula com
forma de limdo. A familia Guttaviridae apresenta fagos em forma de gota. Os fagos
com organizagao filamentosa estdo representados pelas familias Inoviridae (ssDNA) e
familias Lipothrixviridae e Rudiviridae (dsDNA). Os bacteriofagos poliédricos
apresentam simetria icosaédrica. Os fagos da familia Leviviridae possuem ssRNA

enquanto a familia Corticoviridae contém trés moléculas de dSRNA e apresentam RNA
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polimerase. Os fagos da familia Microviridae estdo representados por pequenas
particulas virais com uma tnica molécula de ssDNA circular. A familia Cystoviridae
apresenta a capside formada por uma camada externa de proteinas com uma bicamada
lipidica interna e apresenta dSRNA no genoma. A familia, Tectiviridae, ¢ caracterizada
pela presenga de vesiculas de lipoproteinas e apresentam genoma com dsDNA. Estas
trés ultimas familias apresentam picos na regido apical do envelope®. Na figura 21

apresentam-se imagens de algumas familias de bacteri6fagos.

Figura 21: Imagens de bacteriofagos (microscopia eletronica). A e C- fagos filamentosos; B- fago
Polimoérfico (Guttaviridae). Fagos com cauda: D (Myoviridae), E (Siphoviridae) ¢ F (Podoviridae).
Adaptado de®.

Os fagos com cauda foram classificados na ordem Caudavirales e apresentam
dsDNA, representando 96% dos bacteriofagos conhecidos. Sao separados em trés
familias filogeneticamente proximas: Myoviridae com caudas contracteis, Siphoviridae
com caudas longas ndo contricteis e Podoviridae, com caudas curtas®, cuja

representacdo esquematica se encontra na figura 22.

b

- i Cipside
Cauda Cauwda
= dsDNA
T Conector
(=]
Aparelho de
h‘*} adsorglo

Figura 22: Familias de fagos com cauda. Adaptado de .
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8.5. ESTRUTURA DOS BACTERIOFAGOS COM CAUDA

As capsides dos fagos com cauda apresentam tamanhos que variam, em didmetro,
entre 400-1700A. A maioria dos Caudovirales examinados ao microscéopio eletronico
apresentam capsides icosaédricas cujo vértice, ao qual se liga a cauda, é ocupado por
uma proteina “portal”, também chamada de conector. A proteina portal forma, em
conjunto com outras proteinas, o “pesco¢o” do bacteriofago e ¢ responsavel por formar
um canal para o empacotamento do genoma durante a montagem do virido e por
permitir a sua saida, durante o processo de infe¢do. O pescoco ¢ rodeado por fibritinas
que desempenham um papel importante durante a montagem do virus. A maioria dos
bacteriofagos da familia Caudovirales contém proteinas dentro da capside. Algumas
destas proteinas sdo injetadas para dentro da célula hospedeira durante a infeg¢do, antes
ou juntamente com o genoma do bacteridfago, para o proteger dos mecanismos de
resisténcia das bactérias™”. Na figura 23 pode observar-se uma representacio da

estrutura de bacteriofago T4.

Cabega

Placa da Base

Espicula

Figura 23: Estrutura do bacteriofago T4 antes (A,B) e apos adsorgdo (C). Adaptado de®.

As caudas dos bacteriofagos sdo maquinas moleculares criadas para reconhecer
as células hospedeiras, penetrar através da parede celular e injetar o genoma no
citoplasma. Apresentam diferente morfologia e tamanhos que variam entre 100 a
8000A. As caudas dos fagos Siphoviridae e Myoviridae constituem uma estrutura
complexa. A placa da base da cauda tem um tamanho e morfologia diferentes em
diferentes fagos, adaptados a diferentes tipos de recetores dos hospedeiros. Além disso
os bacteriofagos apresentam, geralmente, fibras de cauda ligadas a placa da base, bem
como uma espicula central. Os fagos Myoviridae possuem uma bainha externa,

contractil ao longo do tubo da cauda. A placa da base da cauda dos bacteriofagos
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Myoviridae mais extensivamente estudada ¢ a do fago T4 (figura 24), que ¢ composta
por 16 proteinas diferentes. Apresenta 6 fibras de cauda longas e 6 fibras de cauda
curtas, na sua periferia. O genoma do bacteriofago T4 apresenta cerca de 300 genes os

quais codificam as proteinas responsaveis pela estrutura ¢ montagem dos virides®.

Cabega ! . e ap9 |

2324 | _ - %

hocsoc | .

IPLILIN -; |

o o *‘@

ra 4

DA ) -
Pescogo m

Cauda | wac,20,13,14

315 { _ gp1 .

1818 | S

' i l ‘=4 PlacadaBase
t 2 788101112625 gp11 afteo o2
Pl L | 53527202628.48,54 ﬁ{ ’}‘&%
34,3536 37 Fibra Curta

Figura 24: Componentes estruturais do bacteriofagoT4. Posi¢des da cabega, cauda, placa da base e das

fibras da cauda. As proteinas constituintes estdo identificadas com o nimero ou nome do gene

correspondente (gp, do inglés gene product). Adaptado de*'”.

Os bacteriofagos da familia Podoviridae apresentam caudas curtas . Apesar das
variagoes de tamanho e forma, apresentam uma estrutura tubular central com fibras
associadas e uma proteina perfurante (agulha), localizada no interior do tubo de cauda,
em forma de espiral, que serve como um tampao para evitar uma perda prematura do

DNAMD,

Devido aos progressos em microscopia, identificaram-senumerosas estruturas de
fagos e as suas componentes proteicas. Estas estruturas sugeremque os fagos de cauda

com dsDNA apresentam origem evolutiva comum'".

8.6. CICLOS DE REPLICACAO

O ciclo de replicagdo dos bacteriofagos pode ser classificado, de acordo com as
caracteristicas da infe¢do, em litico, lisogénico (ou temperado) e pseudolisogénico
(figura 25). Durante a infecdo litica, sdo reprogramadas as bactérias hospedeiras para

beneficio dos agentes infeciosos, produzindo 50 a 200 novos fagos. Mais tarde, ocorre a
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lise celular causando a morte da célula bacteriana sendo libertados os novos

bacteriofagos no espaco extracelular®

—1 N

Penstracko 1 Integracdo no genoma do Fago /
|

: Profago "quiescente"
Fago lisogénico
Hospedeiro imune

Manutengdo do profago
Maontagem “guiescente” num plasmideo

» 000 %i‘-' O 3
OO [l[“]l] i;" Fage lisogénico

CICLO LISOGENICO

L

Sintese proteica

Replicaglio de DNA l

Hospedeiro imune

F'erda do profago durante a
sesresacéo

CICLO LiTICO

%‘%?ﬁ

Hospedeiro sensivel
Lise celular £ O
I.Iberta;ﬂo de virides -
Fago lisogénico

I— CICLO PSEUDOLISOGENICO —I

Figura 25: Diferentes ciclos de replicagio dos bacteriofagos. Adaptado de"?.

A infecdo lisogénica ou ciclo temperado, é caracterizada pela integragdo do
DNA do fago no genoma do hospedeiro e consequentemente novas bactérias herdardo o
DNA viral. No entanto a integridade celular mantem-se. Em certas condig¢des, o ciclo
lisogénico poderd reverter num ciclo litico, por exemplo, se o nimero de células

hospedeiras for reduzindo®.

Alguns bacteriofagos apresentam um ciclo de vida pseudolisogénico,
caracterizado pela ndo integracio do genoma viral no genoma do hospedeiro
permanecendo nesse “modo” até que ocorram condigdes que desencadeiem ou o ciclo

de vida litico ou o lisogénico. Nestes casos, os genomas virais replicam-se, geralmente,
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como plasmideos dentro do citoplasma, podendo eventualmente perder-se durante a

divisio celular®.

Classicamente a relagdo fago/bactéria foi interpretada num quadro de
predador/presa, no entanto esta definicdo ndo ¢ clara. Os bacteriéfagos ndo podem
extinguir as células hospedeiras, pois contam com a sua capacidade de traducdo, para os
proprios ndo se extinguirem. Por outro lado existem evidéncias que defendem que as
bactérias vivem melhor com os fagos do que sem eles pois, durante a infe¢do, podem
ser transmitidos genes uteis traduzindo-se em vantagem seletiva. Considerando a baixa
frequéncia de reprodugdo sexuada nos procariontes “o sexo infecioso” contribui para a

enorme diversidade genética entre as bactérias e para a sua evolucio®.

A capacidade infeciosa de um bacteridéfago estd diretamente relacionada com a
sua capacidade de se ligar a recetores celulares durante a adsor¢do. O reconhecimento
pelos recetores do hospedeiro determina a sua especificidade que consiste na capacidade
de infetar uma estreita gama de hospedeiros, uma espécie ou estirpe microbiana em
concreto. Esta especificidade depende de peculiaridades estruturais dos recetores na
superficie celular bacteriana cuja natureza, composi¢ao quimica e configuragdo espacial
desempenham um papel fundamental na relagdo bacteri6fago/hospedeiro estavel. A
adsor¢do ¢ um processo importante no reconhecimento pela célula hospedeira sensivel,
ou seja, a especificidade de infecdo do fago ¢ definida nesse momento. Os
bacteridfagos, como qualquer virus, sdo parasitas intracelulares obrigatdrios tornando a

~ . o~ . . ~ 13
adsor¢do, bem sucedida, uma condicio essencial para a sua replicagio'?).

8.7. ESPECIFICIDADE DOS BACTERIOFAGOS

Rakhuba et al. (2010) num artigo de revisao sobre as estruturas bacterianas que
regem o reconhecimento dos bacteriofagos e os mecanismos de adsor¢ao e penetragdo
na célula microbiana, apresentam diversos recetores que podem estar presentes nas
bactérias e podem ou ndo ser reconhecidos por diferentes fagos, definindo assim a sua
especificidade. Os recetores bacterianos que entram em contacto com bacteriofagos,
estdo envolvidos em atividades do metabolismo celular, sendo diferentes entre os
representantes dos diversos grupos taxonomicos e podendo localizar-se na parede

. ~ (1
celular ou noutras estruturas de revestimento ou locomocao'"?.
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As bactérias Gram-negativas sao geralmente limitadas por duas estruturas
membranares (figura 26). A membrana citoplasmatica (interna), que circunda o
citoplasma bacteriano ¢ composta por uma bicamada de fosfolipidos. A membrana
externa, por seu lado, apresenta uma estrutura trilamelar com dois folhetos densos,
exterior e interior, contendo proteinas. O folheto externo ¢ composto principalmente por
lipopolissacarideos (LPS) e o folheto interno contem fosfolipidos e lipoproteinas. Os
LPS das bactérias Gram-negativas sdo constituidos por um lipido-A e um ntcleo de
polissacarido com cadeias de polissacarideos especificas (antigénio-O) que se projetam
para o exterior. As duas membranas, interna ¢ externa, sdo separadas por uma camada
de gel conhecida por Periplasma que cont¢ém uma camada fina de peptidoglicano

(PG)"?.

F’Oﬂna /Antlgenlo 017
i i i 6 Nucleo L 1ps
L'p'do A Membrana
RRRIRRRE “2& 22 e.aeza BEE rontipno ||

Peptidoglinano
—  (PG) Periplasma

@ e WY

. Membrana
“—~Fosfolipidos

Citoplasma

Figura 26: Estrutura da paredes das bactérias Gram-negativas. Adaptado de!'*"

As proteinas localizadas na membrana externa e varios locais de LPS podem
servir como recetores de bacteriofagos. Em muitos casos os fagos requerem moléculas
de ambos os tipos durante a adsorcdo. Relativamente as proteinas estas podem ser
estruturais como por exemplo OmpA (normalmente envolvida no processo de
conjugacdo bacteriana e recetor para o fago K3); porinas que formam canais de
membrana como a OmpC (recetor para os fagos Hy2, SS4, Tulb e T4) e OmpF (recetor
para o fago T2); enzimas como as proteases OmpT e OmpX (recetores dos
bacteriéfagos M1 e Ox2 respetivamente) e proteinas transportadoras como LambB
(recetora para o fago k)(m). Na figura 27 estdo representados diversos recetores de fagos
de Salmonella (Gram-negativa), que podem incluir glicolipidos do LPS (antigénios O) ,
proteinas de membrana (OmpF, BtuB e TolC) e proteinas de flagelos (FliC, FIjB e
FLiK)".
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Figura 27: Recetores de fagos de Salmonella (Gram-negativa). Adaptado de'”.

Além das proteinas, o LPS pode também servir como recetor para a adsor¢ao de
bacteriéfagos (figura 28). Existem dois tipos de LPS: liso (S) e rugoso (R). Fagos
especificos para LPS tipo S exibem uma extrema especificidade de hospedeiros
determinada pela grande variabilidade da estrutura do antigénio-O, em bactérias de
diferentes grupos taxondmicos. Bacteriofagos que reconhecem o LPS tipo R mostram
uma gama de hospedeiros mais ampla, uma vez que a estrutura do nucleo do LPS ¢

. . - (13
comum em diferentes géneros de bactérias Gram negativas'>.
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Figura 28: Processo de infeg¢@o de E coli pelo fago T4: A- reconhecimento das moléculas de LPS pelas

fibras longas da cauda (LTF) numa ligagdo reversivel; B- ligacdo irreversivel aos recetores pelas fibras

curtas (STF) e inicio da contracdo da bainha; C- a contra¢@o da bainha faz com que a agulha perfure a

membrana externa; D- ativacdo dos dominios de lisozima; E- destrui¢do do peptidoglicano pela lisozima;

F- reconhecimento da gp27 por um recetor na membrana interna e injecio do DNA. Adaptado de"?.
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A parede celular de bactérias Gram-positivas difere significativamente das
espécies Gram-negativas. O componente principal € peptidoglicano, constituindo 40% a
90% do peso seco das células, sendo composto por dissacaridos formados pelos acidos
N-acetilglucosamina e N-acetilmurdmico. Os 4cidos teicdicos (WTA e LTA) sdo outro
constituinte ¢ podem ser utilizados como recetores pelos bacteriofagos. Constituem a
maior parte dos antigénios de superficie da célula bacteriana e desempenham um papel
multiplo e variado na sua fisiologia estando envolvidos, por exemplo, na regulagdo

(17

ionica e no controlo da divisdo celular' ”. Na figura 29 pode observar-se uma

representacdo esquematica da parede celular de Lactococcus lactis (Gram positiva) e as
suas interacoes com bacteriofagos infestantes através do reconhecimento especifico de

. , . . . 17
recetores (polissacarideos) localizados na superficie bacteriana''”.
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Figura 29: Parede celular de Lactococcus lactis as suas interagdes com bacteriéfagos. No final do ciclo
de infecdo, no interior do hospedeiro, a holina (PGH, do inglés peptidoglycan hydrolase), endolisina

codificada pelo genoma do fago, tem acesso ao peptidoglicano, destruindo a sua estrutura para libertagdo

dos virides. Adaptado de'”.

Por outro lado, muitos bacteriéfagos sdo atraidos para recetores bacterianos
localizados em flagelos, pili e capsulas'”. Na figura 30, observa-se a infegdo de
Salmonella enterica pelo bacteriofago iEPSS5, cujo DNA foi marcado. Nos primeiros 10
minutos, alguns flagelos da bactéria tornaram-se fluorescentes. Apds 1 hora a
fluorescéncia deslocou-se para o citoplasma, durante a injecdo do DNA do

bacteriéfago!'¥.
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Figura 30: Infecdo de Salmonella enterica pelo bacteriofago iEPS5. LM (microscépio 6tico); EFM

(microscopia de epifluorescéncia); Merge (fusdo de LM e EFM). Ampliagdo 1000. Adaptado de!'®.

Os mecanismos de adsor¢do e a taxa de penetragdo variam em cada par
fago/hospedeiro. Como os bacteriofagos ndo t€m estruturas especificas responsaveis por
movimento, ndo se podem mover de forma independente. Assim, o processo de
adsorcdo ¢ o resultado da colisdo aleatoria entre as bactérias e os fagos, que aumenta a
medida que a concentragdo de cada um aumenta. A taxa de adsor¢do ¢ também
determinada por uma série de fatores fisico-quimicos (pH, temperatura e a presenca de

alguns ides) e depende das condigdes fisiologicas do hospedeiro?).

8.8. EVOLUCAO DOS SISTEMAS DE INFECAO EM RESPOSTA AOS
MECANISMOS DE RESISTENCIA

As bactérias e os seus predadores virais (bacteriofagos) batem-se numa batalha
constante. A fim de proliferar em ambientes ricos em fagos, as bactérias desenvolveram
mecanismos de defesa e, em resposta, os fagos evoluiram desenvolvendo estratégias
eficazes contra esses sistemas antivirais. Assim, as bactérias adquiriram uma notéavel
variedade de mecanismos para se protegerem contra muitos fagos invasores. Sistemas
bacterianos antifagos incluem a inibicao da ligacao dos fagos a recetores da superficie
celular, clivagem do genoma do fago invasor e ainda a inducgdo suicida, “altruista”, de
células infetadas. Moineau et al (2013), num artigo de revisdo, descrevem as varias
taticas que sdo usadas pelos bacteriofagos para superar os mecanismos de resisténcia

bacteriana, enfatizando o papel da coevolug¢dao no desenvolvimento desses mecanismos
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(figura 31). No entanto, apesar deste arsenal, uma grande propor¢do de bactérias
sucumbe a infegdo, pois devido a sua plasticidade gendmica e as taxas de replicagdo

rapida, os fagos desenvolveram estratégias igualmente diversificadas para prosperar em
(19)

i

células bacterianas aparentemente bem protegidas
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Figura 31: Sistemas bacterianos antifago. As bactérias possuem uma gama de estratégias de defesa que

podem ocorrer em diferentes fases do ciclo de replicagio dos bacteriofagos. Adaptado de®®”.

As proteinas de ligacdo dos bacteriofagos - RBP (do inglés Recognise
Bacteriophage Protein), reconhecem recetores especificos na superficie bacteriana, no
entanto, se esses recetores forem modificados através de mutagdo, ficam impedidos de
adsorver ao hospedeiro. Para ultrapassar esta dificuldade, sdo capazes de adquirir
mutagdes nos genes que codificam as proteinas de ligagdo reconhecendo novos
recetores (figura 32A). Por outro lado, algumas bactérias apresentam capsula ou EPS
como forma de resistirem a ataques de bacteridfagos ou outras substancias. Alguns
bacteriofagos desenvolveram a capacidade de hidrolisar esses polissacarideos, no
sentido de aceder aos recetores (figura 32B). Nos casos em que os recetores do
hospedeiro sdo expressos temporariamente (sob condi¢cdes ambientais especificas), os
bacteridfagos codificam proteinas de ligacdo com especificidades variaveis aumentando
as probabilidades de contaminar o hospedeiro (figura 32C). Quando o genoma dum
bacteriofago entra num hospedeiro, pode enfrentar vdarios sistemas antivirais,

nomeadamente o ataque de enzimas de restricdo que o destréiem impedindo a sua
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integracdo no DNA da bactéria. Para dar resposta a este mecanismo de resisténcia,
alguns bacteri6fagos alteram os locais de reconhecimento das endonucleases de
restri¢do. Outros, juntamente com o seu DNA, injetam proteinas fagicas que se ligam ao
seu genoma disfarcando os locais de reconhecimento das endonucleases impedindo a
sua agdo. Outro mecanismo antifago que protege o hospedeiro € o sistema CRISPR-Cas.
CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) e Cas
(CRISPR associated sequence) confere imunidade bacteriana a elementos genéticos
estranhos tais como plasmideos ou fagos, sendo capaz de identificar e cortar o genoma
invasor em locais especificos, impedindo a sua inser¢do no genoma bacteriano. Alguns
bacteriofagos desenvolveram mecanismos para iludir o sistema de defesa CRISPR-Cas,
por mutacdo da regido que deveria ser reconhecida. Outros apresentam junto com o seu
genoma proteinas anti-CRISPR, que neutralizam a vigilancia deste sistema de defesa.
Noutras situagdes algumas bactérias assumem uma atitude altruista apds infegdo e
produzem toxinas que conduzem a sua propria morte evitando a replicacdo dos
bacteriofagos. Estes desenvolveram entretanto mecanismos que neutralizam as toxinas,

garantindo a sua replicagéo e proliferacio"'?.

Enzimas
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Figura 32: Estratégias dos bacteriofagos para ter acesso a recetores do hospedeiro. A- expressdao de novas

RBP; B -hidrélise de polissacarideos protetores; C -expressdo estocastica das RBP. Adaptado de"”.

Compreender a dindmica da interacdo fago/hospedeiro ¢ importante por varias
razdes. Por um lado, os bacteriéfagos desempenham papéis cruciais nas comunidades
microbianas envolvidas nos ciclos biogeoquimicos, tornando necessario entender o seu
impacto ambiental. Por outro lado, nas industrias de alimentos e de biotecnologia, que
dependem de bactérias para a fabricacdo de produtos, é necessario controlar infecdes
para maximizar o rendimento e a qualidade. Finalmente, a possivel utilizagdo de
bacteriofagos como agentes de controlo bioldgico exige a compreensao dessa relagdo de

L 19
forma que a sua aplicagdo se torne segura’'”.
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8.9. PERSPETIVA HISTORICA DA APLICACAO DOS BACTERIOFAGOS EM
BIOCONTROLO

Antes do uso generalizado dos antibidticos, os médicos tratavam com sucesso uma
variedade de infe¢cdes bacterinas com bacteridfagos. Com a producdo de antibidticos em
massa, o interesse no tratamento por fagos, em grande parte, perdeu-se. Atualmente, os
antibioticos estdo a perder a sua eficacia, devido ao seu uso excessivo, por exemplo na
exploragdo animal, para prevenir doencas e aumentar a velocidade de crescimento,
acabando vertidos em fossas ou lixiviados no solo e nas &aguas subterraneas,

. A . e, . 21
contribuindo para os kot spot de resisténcia aos antibioticos no ambiente".

O uso de bacteriofagos em biocontrolo comecou em 1896, quando Ernest Hankin
relatou a existéncia de atividade antibacteriana contra Vibrio cholera (o agente causador
da colera) considerado um dos mais mortiferos que tinha enfrentado®”. Em 1915, o
bacteriologista britanico Frederick Twort (figura 33) descobriu um agente capaz de
matar colonias de bactérias de culturas em crescimento, sendo o seu trabalho
interrompido pelo inicio da primeira guerra mundial. Felix d'Herelle (figura 33), de
forma independente, no Instituto Pasteur em Francga, no ano de 1917, descobriu um
agente que matava bactérias, observando que culturas de bactérias responsaveis pela

disenteria morriam com a adi¢do de um filtrado obtido a partir de esgotos'*”.

Figura 33 Frederick Twort (1877-1950) e Felix d’Herelle (1873-1949).

D'Herelle foi também o primeiro a fazer experiéncias com bacteriéfagos em

medicina, usando-os para tratar um menino que sofria de desinteria. Apds a
.. ~ : 2,22 .

administracdo dos fagos, a crianga recuperou com sucesso”?. Mais tarde D'Herelle ¢

cientistas da Georgia (ex-URSS) criaram um instituto para estudar as propriedades dos
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bacteridfagos e a sua utilizagdo no tratamento de infe¢des bacterianas, uma década antes
da descoberta da penicilina. No final da década de 1930, os antibidticos foram
descobertos e, devido a sua elevada eficicia, quase abafaram os estudos sobre o uso
medicinal de bacteriofagos. No entanto, ao longo do tempo surgiu a resisténcia
bacteriana aos antibioticos. As bactérias adaptaram-se e tornaram-se resistentes as
drogas mais potentes utilizadas na medicina moderna. O surgimento de estirpes
resistentes, tais como Mycobacterium  tuberculosis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii ¢ Pseudomonas aeruginosa, criou
grandes problemas no tratamento de pacientes em hospitais. Por outro lado, o tempo

r

necessario para a producdo de novos antibidticos € mais longo do que o tempo de

adaptacio das bactérias™"

. Embora o conceito de fagoterapia tenha morrido no
ocidente, na ex-Unido Soviética continuou em pratica. No Instituto Eliava, em Tbilisi
(Georgia), a fagoterapia ¢ intensivamente estudada e aplicada sendo considerado
pioneiro neste assunto?. Investigadores do leste europeu continuaram a estudar estes
virus durante décadas. Nesses paises, os fagos continuam a ser administrados por via

oral, na forma de comprimidos e liquidos, topicamente e por via retal, ndo havendo

registos de efeitos colaterais graves®".

A principal vantagem da utilizagdo de bacteriofagos ¢ a sua especificidade para as
bactérias alvo, o que reduz muito o dano na flora simbidtica do paciente, sendo seguros,
sem ou com poucos efeitos secundarios. Apds administracdo, os fagos distribuem-se
rapidamente por todo o corpo. Se as bactérias se tornam resistentes, os fagos evoluem
naturalmente e vao conseguir infeta-las, minimizando assim as hipoteses de fuga

bacteriana, resultando noutra vantagem do fago sobre o uso dos antibidticos®.

Recentemente, sendo reconhecidos como predadores naturais das bactérias e, uma
vez que deixam as células de animais e plantas incolumes, os bacteriofagos tém sido
propostos como alternativa aos antibidticos, atuando contra muitas espécies resistentes e
podendo ser usados como agentes de controlo bioldgico, por exemplo, na medicina, na
industria alimentar na agricultura e no ambiente. Por outro lado, apresentam
potencialidades na area da biotecnologia uma vez que sio facilmente manipulaveis®®.
Atualmente, alguns investigadores estdo a procura da era pré-antibidtica, com o objetivo
de ressuscitar os bacteriéfagos como antidotos para a resisténcia aos antibidticos e

;1 , . - (21
resolver problemas médicos, agricolas e ambientais'".
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8.10. POTENCIAIS APLICACOES DE BACTERIOFAGOS EM BIOCONTROLO
8.10.1. SAUDE HUMANA

O uso de bacteriofagos no tratamento de infe¢des bacterianas (fagoterapia) esta a
ser defendido como uma alternativa as terapias com antibidticos. E caracterizada pela
utilizagdo de fagos liticos sobre estirpes bacterianas especificas causando perturbagdo
no seu metabolismo e lise celular. Este agente seletivo (pois apresenta especificidade),
em conjunto com a resposta imunitaria do organismo, reduz a populagdo de bactérias
para niveis considerados inofensivos®”. Fagos temperados, pelas caracteristicas do seu
ciclo replicativo, ndo sio adequados para o fagoterapia®. Na tabela 2, apresenta-se as
vantagens da utilizacdo de fagos, como agentes terapéuticos, comparando com os

antibidticos tradicionais (tabela 2)>.

Tabela 2: Vantagens do uso de bacteriofagos relativamente ao uso de antibioticos. Adaptado de™.

Bacteridfagos Antibidticos

Altamente eficazes em matar as bactérias alvo, | Alguns antibidticos sdo bacteriostaticos. Inibem o
ou seja, a sua agao ¢é bactericida crescimento de bactérias, ndo as matando.

Produgao ¢ simples e barata. Produgdo complexa e dispendiosa.

Sdo uma droga "inteligente": multiplicam-se
no local da infegdo, até que ndo haja mais
bactérias.

Nao se concentram apenas no local da infecdo,
distribuindo-se pelo organismo.

Dose inicial aumenta exponencialmente,
enquanto os hospedeiros estdo disponiveis | Necessidade de administrar doses repetidas de
sendo desnecessdrio administrar os fagos | antibidtico para curar a doenga bacteriana.

repetidamente.
Elevada seletividade permitindo direcionar | Apresentam espetro alargado, afetando o
tratamento a bactérias especificas, sem afetar a | equilibrio microbiano do paciente, levando a

flora bacteriana simbidtica. efeitos colaterais.

Elevada especificidade evitando o | Atividade de largo espectro, podendo selecionar
desenvolvimento de resisténcia noutras | mutantes resistentes de muitas espécies de
espécies bacterianas (ndo alvo). bactérias patogénicas.

Observam-se vdrios efeitos colaterais: disturbio
intestinal, alergias e infeg¢des secundarias (por
exemplo, infegdes fungicas)

Os seres humanos sdo tolerantes aos fagos,
ndo havendo efeitos secundarios descritos.

Bactérias  resistentes a alguns fagos

L. A diversidade de antibioticos ¢é limitada.
permanecem suscetiveis para outros.

Os bacteriofagos coevoluem com as bactérias,
permitindo encontrar novos fagos quando as
bactérias se tornarem resistentes.

O desenvolvimento de um novo antibidtico é um
processo muito demorado

Podem ser considerados como boa alternativa | Se o paciente ¢ alérgico a antibidticos, o

para pacientes alérgicos a antibioticos. tratamento ¢ muito dificil.

49



Do ponto de vista clinico, a terapia com bacteriofagos parece ser muito segura,
tendo sido j& avaliada a sua eficacia contra Estreptococos e espécies dos géneros
Escherichia, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Shigella, Serratia, Klebsiella,
Enterobacter, Campylobacter, Yersinia, Acinetobacter e Brucella. Por outro lado, os
fagos podem ser modificados geneticamente para melhorar a sua capacidade

(25)

terapéutica””’, ou podem mesmo ser usados em combinacdo durante o tratamento com

e 24 A . . Ry ~
antibioticos' ), uma vez que a resisténcia bacteriana aos antibidticos ndo afeta a

atividade infeciosa de um bacteriofago®.

A utilizagdo dos bacteriofagos para fins terapéuticos tem uma longa tradi¢ao na
Europa Oriental, onde sao disponibilizadas solugdes compostas por complexos cocktails
de fagos, cujas composi¢des ndo estdo descritas. Shawna McCallin et al. (2013)
investigaram a composi¢do dum cocktail de fagos, “ColiProteus”, disponibilizado pela
companhia farmacéutica russa Microgen, direcionado para tratamento de infecdes
causadas por bactérias género Proteus e por E. coli. A microscopia eletronica
identificou seis tipos de fagos distribuidos pelas familias Podoviridae, Myoviridae e
Siphoviridae. A analise bioinformatica ndo revelou genes indesejaveis e num pequeno
ensaio voluntario em humanos, ndo se observaram efeitos adversos com a administragao
oral dos fagos. O ensaio foi realizado em cinco adultos saudaveis, cinco criangas com
idades entre os 5 e os 10 anos e cinco criangas com menos de 5 anos de idade, todos do
Bangladesh. Os individuos receberam o cocktail com uma dose elevada, com uma dose
dez vezes menor e um placebo. Cada sujeito recebeu os trés tratamentos por uma ordem
aleatoria, funcionando também como controlo, no sentido de facilitar a dete¢do de
efeitos adversos. Todos os individuos foram seguidos por exames fisicos completos
semanais ndo apresentando problemas. Nenhum fago foi detetado na corrente sanguinea
nem se verificou o aumento de anticorpos para os fagos no soro dos individuos em

estudo®®).

Propionibacterium acnes ¢ a principal bactéria comensal da pele, encontrada em
pele com acne e em pele sauddvel. Para investigar a diversidade de bacteriofagos que
infetam P. acnes, Laura J. Marinelli et al. (2012) isolaram, a partir do contetido de
foliculos sebaceos, nove fagos (figura 34). Cinco foram obtidos a partir de dadores

. . . 2
saudaveis e quatro isoladas a partir de dadores com acne'”.
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P101A P105

Figura 34: Microscopia eletronica de fagos isolados de P. acnes. Os onze fagos caracterizados neste

estudo revelam que todos pertencem a familia Siphoviridae. Os fagos 29399B T e 29399B C sao

temporalmente e geograficamente separados dos outros fagos isolados neste estudo®”.

O resultado deste estudo aponta o caminho para a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada dos bacteriéfagos de P. acnes e indicam a possibilidade
de utilizar estes virus como uma abordagem orientada para tratamento da acne®”. Sorel
Fitz-Gibbo et al. (2013), no sentido de compreender o papel do P. acnes no
desenvolvimento da acne, apresentaram um estudo que demonstrou uma forte
associagdo entre a presenca de algumas estirpes de P. acnes na pele e o

desenvolvimento da doenca®.

Embora existam numerosos estudos sobre comunidades virais, poucos focam a
microbiota humana. David T Pride et al (2012) analisaram a saliva de cinco seres
humanos adultos saudaveis durante um periodo de 60 a 90 dias a fim de conhecer os
habitantes virais da cavidade oral humana. A grande maioria dos virus salivares
humanos foi identificada como sendo virus de bactérias®. E geralmente aceite que
Streptococcus mutans € a principal bactéria responsavel pela iniciagdo da carie no
esmalte humano, uma vez que tem sido identificada como o agente etiologico
presumido em 70% a 100% das populacdes de pacientes estudadas®®. O bacteriofago
M102 ¢ um fago especifico e virulento para o serotipo C de S. mutans. Shibata,
Yasmashita e Van der Ploeg (2009) concluiram que o potencial do uso de bacteriofagos
para remover o cariogénio S.mutans da placa bacteriana ¢ limitado pelo facto do fago
apresentar especificidade apenas para o serotipo C, deixando incélumes os serotipos E,

F e K®Y. Delisle et al. (2012) reclassificaram o fago M102 como M102AD (figura 35),
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apds uma reandlise do genoma que revelou diferencas em relagdo a sequéncia do
genoma de M102. No entanto, confirmaram a sua alta especificidade para o serotipo C
de S. mutans. Este estudo também refere a necessidade de caracterizar completamente
qualquer fago de interesse e de realizar testes moleculares de autentica¢do para evitar o
uso de bacteriofagos errados. Apontam também para a necessidade de depositar os
principais representantes de fagos em colegdes publicas para garantir o acesso continuo

aos mesmos(32).

Figura 35: Fotografia de microscopia eletronica do Bacteriofago M102AD®?.

8.10.2. AGRICULTURA E PRODUCAO ANIMAL

Algumas bactérias causam uma série de doencas em plantas economicamente
importantes. Focos bacterianos sdo geralmente dificeis de controlar devido a falta de
agentes bactericidas eficazes, podendo os bacteriofagos ser utilizados para controlar
uma série de fitobactérias. Preocupagdes sobre a poluicdo do meio ambiente, resultante
do uso de pesticidas, e a popularidade crescente da producao bioldgica contribuem para
o interesse sobre o conhecimento das caracteristicas biologicas dos fagos. Segundo Tan
e Tony (2014), os bacteriofagos foram encontrados pela primeira vez em associagdo
com bactérias fitopatogénicas quando Mallman e Hemstreet, em 1924, demonstraram
que um filtrado de repolho decomposto inibiu o crescimento do "organismo da podridao
do repolho"®?. Fujiwara et al. (2011) trataram células de Ralstonia solanacearum com
o fago ®RSL1 e descobriram que as células infetadas mantiveram uma baixa densidade.
Verificaram que ®RSL1 também inibiu a murchiddo bacteriana, causada por Ralstonia
solanacearum, em tomateiros pré-tratados®?. A bactéria Erwinia chrysanthemi causa
apodrecimento ¢ pé negro na batata. Para controlar esse problema, Adriaenssens et al.

(2012) isolaram e caracterizaram dois bacteriofagos, vB DsoM LIMEstonel e
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vB _DsoM_LIMEstone2, capazes de reduzir a incidéncia e gravidade da doenga em
tubérculos de batata em ensaios de laboratorio. Durante os ensaios de campo, com
tubérculos de batata previamente infetados com fagos, o tratamento experimental
resultou em maior rendimento produtivo, confirmando o potencial da utilizacdo de
bacteriéfagos como agente de controlo biologico em culturas®®. A viruléncia das
bactérias do género Xanthomonas esta correlacionada com a sua capacidade de produzir
biofilme tornando-as resistentes aos produtos fitossanitarios, dificultando o seu
controlo. Ali Ahmad e colaboradores (2014) identificaram o fago filamentoso XacF1 e
mostraram que, ap6s infecdo pelo fago, as bactérias perderam a capacidade de formar
cancros citricos e reduziram significativamente a producdo de biofilme®®. Tan e Tony
(2014) apresentam, um estudo que teve como objetivos incorporar bacteriéfagos com
fertilizantes para o controlo da murcha bacteriana no tomate, da podridio mole
bacteriana na pitaia e examinar a eficicia deste produto no campo. Verificaram que a
incorporacao de bacteriofagos nos fertilizantes contribuiu para a eliminacdo dos
sintomas de murcha do tomate em 80% e revelou um impacto positivo no crescimento
vegetativo da pitaia, mostrando que o processo de fertilizacdo e preven¢do de doenca

podem ser realizados ao mesmo tempo®~.

O uso profilatico e terapéutico de antibidticos na produgdo animal tornou-se uma
grande preocupacgao, devido a possibilidade de contribuir para o declinio da sua eficacia
durante o tratamento de infe¢des bacterianas em seres humanos e, promoverem o
aparecimento de superbactérias resistentes como a Salmonella DT104 ou
Staphylococcus aureus®”. A campilobacteriose ¢ atualmente uma zoonose de origem
alimentar frequente em muitos paises e associada ao consumo de carne de frango.
Fischer et al. (2013) desenvolveram um estudo com o objetivo de aumentar o
conhecimento sobre o potencial da utilizagdo de bacteriéfagos na reducdo da
colonizacdo de frangos por Campylobacter jejuni . O ensaio desenvolveu-se em frangos
do dia, apds confirmada a auséncia de contaminagao. A aves jovens foram inoculadas
com Campylobacter jejuni e, posteriormente, com bacteriéfagos previamente isolados a
aprtir de fezes de frangos. O resultado demonstrou que os bacteri6fagos persistiram
durante todo o periodo do estudo e a carga das bactérias foi permanentemente reduzida
no caso dos frangos tratados com um cocktail de fagos, bem como, no grupo de frangos
aos quais tinha sido administrada uma suspensdo que continha apenas uma espécie de

fago (figura 36)°Y.
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Figura 36: Resultados do tratamento, com fagos, em aves. A- percentagem de aves fago-positivas. B-

contagem de fagos nas aves fago-positivas. Adaptado de®®®).

dpa = dias apds a aplicacdo de fagos.

Este estudo, desenvolvido in vivo, permite concluir que os bacteri6fagos sdo
capazes de reduzir a carga de Campylobacter jejuni em frangos, de forma sustentavel,
pois a resisténcia das bactérias aos fagos estabiliza a um nivel baixo, podendo ser
moderado e retardado pela utilizacdo de um cocktail de fagos. Os autores consideram
que a aplicagdo de fagos no biocontrolo podera desempenhar um papel promissor na

. ~ . 38
luta contra toxinfecdes alimentares decorrentes do consumo da carne de aves®?.

A mastite ¢ uma das maiores preocupacdes da industria de laticinios em todo o
mundo podendo ser causada pela presenga de Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp
ou E coli. Estas bactérias sdo conhecidas pela capacidade de desenvolver resisténcia aos
antibioticos constituindo uma ameaga nao s6 para a saude animal, mas também pode
levar a acumulagdo de residuos de antibioticos, em produtos de origem animal, criando
uma ameaga em termos de saude humana. Shukla, Hirpurkar e Singh (2014)
selecionaram doze animais com mastite cronica previamente submetidos, sem éxito, a
tratamento com antibidticos convencionais, aos quais administraram inje¢des
intramamarias de um cocktail de fagos. Os mamilos mostraram reducdo gradual do
inchago e os animais recuperaram completamente apds dez dias, mostrando que a

fagoterapia é mais eficaz que o uso de antibidticos no tratamento de mastite cronica®.
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Ramos (2014), isolou bacteriofagos para bactérias patogénicas de aquacultura.
ApOs a caracterizagdo biologica e molecular dos bactériofagos, verificou que trés fagos
patogénicos para L. garvieae infetavam a quase totalidade das bactérias hospedeiras,
sugerindo que podem contribuir para a diminuicdo da severidade ou persisténcia de

. ~ o~ . 4
infecdes que causam perdas na criagdo de pelxe( 0

8.10.3. INDUSTRIA DO PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

A contaminagdo alimentar ¢ um problema sério de satide publica, podendo
causar a morte. As principais bactérias patogénicas de origem alimentar sdo E. coli
(O157:H7), Campylobacter jejunii e espécies dos géneros Listeria e Salmonella. Os
bacteridfagos podem proporcionar um produto natural, ndo téxico, seguro e eficaz para
reduzir significativamente a probabilidade da ocorrencia de toxinfegdes alimentares™.
Os bacteriofagos sao abundantes nos alimentos e podem ser encontrados juntamente
com os hospedeiros bacterianos sendo diariamente consumidos pelos seres humanos,
sugerindo a sua inocuidade para os consumidores. Podem ser considerados excelentes
agentes de biopreservacao de alimentos uma vez que lisam as bactérias a temperaturas
tdo baixas como 1°C, limitando o crescimento de bactérias psicrofilas preservando os
alimentos refrigerados. A utilizacdo de bacteriofagos na seguranca alimentar pode ser
aplicada, em quatro etapas diferentes ao longo da cadeia alimentar (figura 37)°”. O
combate aos microrganismos patogénicos em alimentos, pela aplicacdo de
bacteridfagos, pode ser considerado em todas as fases de producdo numa abordagem
simples "do prado ao prato", ou seja, ao longo da cadeia alimentar. Os bacteri6fagos
podem ser utilizados na prevencao ou reducdo de doencas durante a producdo animal,
na desinfecdo de equipamentos e superficies de contacto, na descontaminagdo de
carcacas e outros produtos crus, como frutas e legumes frescos e, finalmente, para
prolongar a vida de prateleira de alimentos pereciveis, funcionando como conservantes
naturais'¥. Varios sdo os registos de sucesso da aplicagio de bacteriéfagos no controlo
microbioldgico de alimentos em relacdo a contaminantes como E. coli (O157:H7),

Staphylococcus aureus e bactérias do género Campylobacter, Salmonella e Listeria®”
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Figura 37: Aplicacio de bacteriofagos ao longo da cadeia alimentar. Adaptado de*?.

aprovacao de bacteriofagos como aditivos alimentares abriu a discussdo sobre

A de bacteriof: dit | t b d b
J - , , . ae(41 .

a utilizacdo de “virus comestiveis”*". No Registo Federal de 18 de agosto de 2006, a

FDA anunciou a aprovagdo, pela primeira vez, do uso de uma preparacdo de

bacteriofagos para ser usada em alimentos “prontos a comer”, carne e produtos avicolas,

. . L 42
como um agente antimicrobiano contra Listeria monocytogenes( ),

8.10.4. AMBIENTE

O lixo hospitalar infecioso e os perigos associados tém recebido uma grande
atencdo na ultima década, principalmente os residuos sélidos. No entanto, os residuos
liquidos libertados para o sistema de esgoto sdo fonte de bactérias multirresistentes no
ambiente, sugerindo a necessidade de controlar a qualidade desses residuos. Periasamy
e Sundaram (2013) recolheram amostras de agua residual em diferentes hospitais de
Tamil Nadu na India, das quais foram isolados bacteriéfagos especificos contra E.coli. e
Salmonella typhi. A inoculacdo com bactériofagos, resultou na eliminagcdo de 100%
dessas bactérias patogénicos da 4gua apos 14 horas de incubagio®”. Os resultados,
destacam o potencial dos bacteriofagos no tratamento de fontes ricas em bactérias,

como ¢ o caso dos hospitais.

Khairnar e colaboradores (2014) realizaram um estudo, em Nagpur (india), com
0 objetivo de encontrar uma solu¢do que limite o desenvolvimento de espuma,
provocada por espécies do género Nocardia, nos sistemas de tratamento de agua. A
espuma cobre uma grande area no tanque de arejamento prejudicando o processo de

tratamento ativado de lamas, cujo objetivo ¢ degradar a matéria organica pela
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interveng¢do de bactérias aerdbias adicionadas a agua. Isolaram e caraterizaram trés
bacteriofagos - NOC1, NOC2 e NOC3, capazes de inibir o crescimento das bactérias

(44)

filamentosas produtoras da espuma™”’, mostrando que os bacteri6fagos podem ser

utilizados como agentes de biocontrolo em esta¢des de tratamento de dgua.

Outra preocupacdo ambiental é a contaminagdo bioldgica da agua resultante de
residuos domésticos ou de agropecuaria. A dgua pode conter bactérias patogénicas e
virus que causam doengas, mas também contém com maior prevaléncia indicadores
fecais indcuos, como algumas bactérias coliformes, utilizadas para avaliar a qualidade
microbioldgica da agua para consumo. Os bacteriéfagos também podem ser usados
como indicadores fecais pois a sua ocorréncia relaciona-se com a persisténcia de
algumas bactérias associadas a poluicdo fecal e a possivel ocorréncia de agentes
patogénicos entéricos em ambientes aquaticos. A International Organization for
Standardization (ISO) apresenta a Norma ISO 10705 que especifica o método para a
dete¢do e enumeragdo de bacteriofagos em agua, indicadores de polui¢do por efluentes

contaminados com fezes humanas ou animais*”.

Com o aumento da utilizagdo de antibidticos de largo espetro e com a maior
capacidade de sobrevivéncia dos doentes criticos, alguns agentes infeciosos, antes
considerados praticamente inofensivos, tornaram-se um problema sério nos sistemas de
saude a nivel mundial. A Infecdo Associada aos Cuidados de Saude (IACS) ¢ uma
infe¢do adquirida pelos doentes em consequéncia dos cuidados e procedimentos de
saude prestados™”. Um dos agentes infeciosos que maior sucesso demonstrou na
adaptacdo ao ambiente hospitalar foi Acinetobacter baumannii. Chen et al. (2013)
utilizaram o fago @AB2 para demonstrar o seu potencial para a prevengdo de infe¢do
nasocomial, causada por Acinetobacter baumannii. Os resultados demonstraram que
altas concentragcdes de bacteriofagos poderao ser inoculadas numa locao, a base de
glicerol, para ser utilizada como um antisséptico na lavagem de maos, podendo
contribuir para a redugdo de infecdes hospitalares que possam ser veiculadas pelos

. . , 4
profissionais de satide®”.

8.10.5. ERRADICACAO DE BIOFILMES

Biofilmes sdo complexos agregados microbianos localizados sobre superficies

(figura 38) embebidos em substancias poliméricas extracelulares (EPS) que aumentam a
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sua tolerancia a agentes antimicrobianos. A capacidade de formagao de biofilme ¢ um
fator importante na sobrevivéncia microbiana e na sua patogenicidade. Em humanos,
uma série de doengas, como a endocardite, infecdes do trato urinario, otite e infegoes do
trato respiratdrio estdo relacionadas com o desenvolvimento de biofilmes. Por outro
lado, bactérias formadoras de biofilme podem colonizar biomateriais utilizados em
dispositivos médicos como pacemakers, valvulas cardiacas, proteses, implantes e

. . 4
cateteres de dialise e respiradores*®.

Células Libertacdo de células
planctdnicas plancténicas
Matriz de Biofilme
Producdo de matris extracelular (EPS) que aumenta
que contere resistencia aos antibioticos 1 a resisténcia aos antibioticos
- N 1
-
- - \ ' h’- l\‘ res
[
Adesio inicial Adesdo irreversivel Expansdo Diferenciacio Biofilm maduro

Figura 38: Ciclo de vida das bactérias em biofilme. Adaptado de “*).

Um dos principais problemas dos biofilmes ¢ a sua tolerdncia a terapias
antibioticas, havendo uma necessidade urgente de desenvolver formas alternativas de
tratamento. Durante muitos anos, foram realizados estudos para desenvolver métodos
mais eficazes de prevengdo e eliminacdo de biofilmes envolvendo a utilizagdo de
bacteriofagos®®. Os fagos produzem enzimas (Lisinas) que perturbam a estabilidade do
polimero extracelular (EPS) e, posteriormente, infetam as bactérias formadoras de

biofilme, bem como as plancténicas, causando a sua lise (figura 39)“®.

Fago T7 Lise celular, libertacBio dos fagos e lisina

i destruicdo do Biofilm (¢, ™ .
lmcu}hda £.EIESLIHICRO Ao DiaTIi ';"”"" 2 Continuagac
infecdo

izl :Jh"_.— & > da infecao

" ™

Replicacdo dos bacteriofagos e 5e”
expressao da lisina

Figura 39: Estratégia de ataque dos bacteriofagos para a remogdo do biofilme. Infecdo inicial,

amplificagdo rapida e expressao de depolimerases. Dutante a lise, fagos e lisinas, sdo libertados, levando a

infegio subsequente, bem como, a degradagdo do EPS. Adaptado de®”.

Viérias experiéncias usando bacteriofagos sobre biofilmes bacterianos foram

realizadas até ao momento, observando-se a erradicacao dos biofilmes ou mesmo a
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prevencdo da sua formagdo por diferentes estirpes de E. coli, P. aeruginosa, L.
monocytogenes, S. aureus, C. jejunii entre outras™®”. Os biofilmes podem ser também
encontrados nas superficies de equipamentos usados durante o processamento ou
armazenamento de alimentos, especialmente em sitios dificeis de desinfetar. Alguns dos
trabalhos in vitro utilizando fagos contra biofilmes, formados por bactérias patogénicas
deteriorantes de alimentos, mostram que, em condi¢des ideais, existe redugao
significativa de células vidveis e, assim, a sua utilizagdo para biossanidade ¢

promissora®”).

8.10.6. LISINAS — ALTERNATIVA AO USO DE BACTERIOFAGOS

Como alternativa a fagoterapia "classica", em que os fagos sdo integralmente
utilizados, podem ser utilizadas endolisinas fagicas. Endolisinas (ou lisinas) sdo
enzimas codificadas pelos virus que danificam a integridade das paredes celulares das
bactérias, causando a sua lise e consequentemente permitindo a libertagao dos virides. A
microscopia revelou que as lisinas exercem os seus efeitos letais formando buracos na
parede celular, através da digestdo do peptidoglicano, perturbando a sua integridade
resultando na extrusdo do citoplasma (figura 40). A aplicacdo externa de lisinas
apresenta-se como um potencial agente terapéutico em infe¢des causadas por bactérias
Gram-positivas, pois nestes casos € possivel o contacto direto com o peptidoglicano da
parede celular. No caso das bactérias Gram-negativas, a membrana exterior impede esta
interagﬁo(sn. Neste caso, tendo em conta a sua resisténcia as lisinas, sdo necessarias
estratégias prévias capazes de destruir a membrana exterior para expor o

peptidoglicano®?.

ﬁ‘
I‘

Figura 40: Aplicagdo exoégena da lisina ClyS sobre Staphylococcus aureus. Fotografia obtida por

microscopia eletronica onde se observa o rompimento do peptidoglicano e a consequente extrusdo do

contetdo celular. Adaptado de®®?.
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A maioria das infe¢cdes humanas comega nas membranas mucosas que
constituem um reservatdrio de muitas bactérias patogénicas presentes no ambiente. A
aplicacao de lisinas pode reduzir ou eliminar esses reservatdrios na comunidade, em
ambientes controlados como hospitais ou lares de idosos. As lisinas apresentam
especificidade, matando apenas o organismo causador da doenga, com pouco ou
nenhum efeito sobre a flora simbidtica. Foi também verificado o efeito sinergético
durante a combinagdo de certa lisinas com antibioticos, potenciando o controlo de
bactérias resistentes". Resultados recentes suportam a ideiaque as lisinas podem ser
relevantes em terapias de doengas infeciosas causadas por S. aureus®®, Streptococcus

55 e .. ,
©% ou Enterococcus sp. A utilizagio de lisinas representa, também, uma

pneumoniae
alternativa promissora para o controlo de infecdes alimentares de origem bacteriana.
Viarios relatorios apresentam o sucesso da sua aplicagdo no controlo de S. aureus, C.

perfringens, L. monocytogenes, entre outos®?.

As lisinas sdo consideradas “enzibidticos”, palavra hibrida que resulta da fusdo
de "enzima" e "antibiotico". Técnicas de engenharia molecular podem ser usadas na sua
otimizagdo, para aplicacdes especificas tanto no campo da medicina, como da seguranca

alimentar ou agricultura®”.

8.10.7. BIOTERRORISMO

Bioterrorismo consiste na libertagdo de microrganismos altamente infeciosos e
patogénicos (bactérias, virus e fungos) ou respetivas toxinas que podem ser usados
como agentes de guerra biologica. O Centro para o Controlo e Prevencdo de Doencas
(Estados Unidos da América), organiza os agentes de bioterrorismo em trés categorias.
A categoria de maior prioridade (A) inclui, além da toxina botulinica, os agentes
causadores da peste bubonica e pneumonica (Yersinia pestis) € os agentes causadores do
antraz (Bacillus anthracis), entre outros. A categoria B ¢ composta por varias toxinas,
virus e bactérias patogénicas, incluindo os agentes causadores da brucelose (Brucella
sp). Finalmente, a categoria C inclui microrganismos emergentes, como o virus Nipah e

hantavirus®®.

O grave problema de satide publica relacionado com o bioterrorismo ¢ agravado,
mais uma vez pelo surgimento de estirpes multirresistentes a antibidticos. A gravidade

dessas infe¢des bacterianas requer biovigilancia e biodefesa eficientes, incluindo a
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disponibilidade de um rico arsenal de métodos de detecdo rapida de identificagdo das
bactérias e terapia dessas infecdes”™. Schuch, Nelson e Fischetti (2002), num artigo de
revisdo, apresentam os bacteriofagos liticos mais importantes para o controlo para Y.
pestis, B. anthracis e espécies de Brucella. Os mesmos autores afirmam que a utilizagdo
de lisinas fagicas constitui outra alternativa, referindo um estudo onde foi identificada a
primeira lisina com efeito litico sobre B. anthracis e B. cereus. A lisina PlyG isolada do
bacteriofago y (com especificidade para B anthacis) foi utilizada com sucesso em
ensaios experimentais de terapia intravenosa experimental em ratos. A lisina PlyG, mata
especificamente B. anthracis, in vitro e in vivo, tendo efeito sobre formas vegetativas e

esporos (figura 41)7.

Figura 41: Efeito de PlyG em B. cereus (microscopia de contraste de fase). A- antes do tratamento com
PlyG; B- apdés 1 min e C- 15 min depois do tratamento. Em D e E, estdo apresentadas micrografias

eletronicas de transmissdo apds o tratamento com PlyG, podendo observar-se saliéncias e restos da

membrana resultantes de zonas de degradagdo do peptidoglicano da parede celular. Adaptado de®”.

8.11. ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE BACTERIOFAGOS

O isolamento e a cultura de bacteriofagos sdo normalmente utilizados para
determinar a sua estrutura bésica, as suas propriedades fisicas e quimicas e para

compreender o seu mecanismo de replicagao.

Os bacteriofagos podem ser isolados de diversas fontes naturais, como solo,
agua, esgoto, fezes e outros ambientes, com procedimentos simples. As amostras sdo

passadas num filtro onde sdo retidas as bactérias mas nao os bacteriofagos. A presenga
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de bacteriofagos no filtrado é depois testada apds a introducdo de uma pequena
quantidade numa cultura fresca com um hospedeiro teste adequado. Um outro tubo de
controlo ¢ utilizado contendo apenas o hospedeiro. Ambos os tubos sdo posteriormente
incubados em oOtimas condi¢des de crescimento. A presenca de fagos ¢ confirmada pela
clarificag¢do da turbidez inicial da cultura. O cultivo de bacteriéfagos ¢ feito nas mesmas
condi¢des que os seus hospedeiros. Alguns exigem a adicdo de catides como Ca’" e
Mg”" ou outros cofatores. Os fagos sdo obtidos apds uma incubagio adequada, apos trés
horas em cultura liquida ou dezoito horas em meio sélido. Na cultura liquida, os
bacteridofagos causam a clarificagdo da cultura e no meio sélido a presenga ¢ detetada
pelo desenvolvimento de zonas circulares transparentes (placas de lise). O melhor

processo de conservagio de bactériofagos parece ser a -70°C em azoto liquido®".

Para determinar o numero de bacteriéfagos presentes numa amostra, devem ser
preparadas dilui¢des seriadas que, posteriormente, tal como a amostra, sdo adicionadas a
tubos contendo agar derretido. De seguida a cada tubo sera adicionada uma pequena
quantidade de uma cultura fresca da bactéria suscetivel. O contetido dos tubos deve ser
homogeneizado e rapidamente distribuido em placas de Petri, contendo agar
solidificado (figura 42). Apds um periodo de incubagdo, comeca a observar-se uma
camada de bactérias em crescimento, onde podem ser observadas Placas de lise (zonas
claras). Essas zonas resultam da lise das bactérias provocada pela infegao viral (figura
42B). Na maioria dos casos cada placa de lise resulta da infe¢do de um unico fago.
Multiplicando o niimero de placas de lise contadas pelo fator de dilui¢do, ¢ possivel
calcular o numero de fagos por unidade de volume de suspensdo, calculando-se assim o
seu “titulo”. A contagem ¢ expressa em Unidades Formadoras de Placas por mililitro

(UFP/ml)®Y.

A cultura em placa também permite o isolamento de estirpes. Partindo do
principio que uma placa de lise surge a partir de um Unico virido, todos os virus nessa
placa de lise devem ser geneticamente idénticos. Podem ser colhidos e inoculados numa

cultura bacteriana fresca para estabelecer uma linha de virus pura").
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Figura 42: A- Pocedimento para a cultura de bacteriofagos. B- Placas f de lise. Adaptado de".

A “Eficiéncia de Plaqueamento” é um conceito importante em virologia, em termos
quantitativos. Em qualquer sistema viral, o parametro UFP ¢ sempre menor do que a
contagem de suspensdo viral feita ao microscopio eletronico. Assim, a eficiéncia com
que particulas virais infetam células hospedeiras raramente ¢ de 100% e pode muitas
vezes ser consideravelmente menor. Os virides que ndo conseguem provocar infecdes
estdo frequentemente inativos, resultado de anomalias durante a montagem devido a
producdo de virides incompletos. No entanto, por vezes, uma baixa eficiéncia de
plaqueamento significa apenas que, sob as condi¢des utilizadas, algumas particulas
virais ndo infetam as células com sucesso. Conhecer a eficiéncia de plaqueamento ¢ 1til,
pois permite estimar a concentracdo durante a preparagdo de suspensoes virais, isto ¢, a

sua titulagdo, para produzir um determinado niimero de placas de lise'".
8.12. CONCLUSAO

Os bacteriofagos constituem uma forma natural de controlar os niveis de bactérias
no ambiente garantindo o equilibrio ecologico. Os conhecimentos sobre os aspetos que
envolvem o ciclo de replicacao dos bacteriofagos podem ser utilizados numa perspetiva
ambientalmente amigavel, ndo toxica e segura para lidar com bactérias patogénicas em
cenarios relacionados com o controlo de doencas, da qualidade alimentar, da produ¢ao

agropecuaria, do ambiente € mesmo no controlo do bioterrorismo.
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A utilizacdo de bacteridfagos como agentes de biocontrolo oferece varias vantagens:
apresentam alta especificidade para o seu hospedeiro, determinada por recetores
especificos da parede celular bacteriana, deixando intacta a restante microbiota, uma
propriedade que os favorece relativamente a outros agentes antimicrobianos;
multiplicam-se no local da infe¢ao, enquanto o hospedeiro ainda estd presente, exigindo
dosagens pequenas; apresentam capacidade de se adaptarem continuamente aos
mecanismos de defesa das bactérias; ndo apresentam efeitos toxicos; podem geralmente
suportar tensdes fisico-quimicas durante o manuseamento, apresentando vida util

prolongada e sdo relativamente faceis de isolar e conservar.

O Centre de Référence pour Virus Bactériens Félix d'Hérelle de ['Université Laval e
o G. Eliava Institute of Bacteriophages, Microbiology and Virology sdo centros de
referéncia que disponibilizam informagdo sobre bacteridfagos e a sua aplicacdo no
tratamento de infe¢des bacterianas. Na europa de leste, os produtos a base de
bacteridfagos sdo disponibilizados ha décadas, enquanto no mercado ocidental, o seu
potencial, interrompido pelo boom dos antibidticos, esta a reaparecer. Atualmente estao
disponiveis produtos a base de bacteridfagos aprovados pela FDA, utilizados no

controlo de Listeria monocytogenes.

O interesse relacionado com a aplicacdo de bacteriofagos no biocontrolo estd
amplamente difundido na comunidade cientifica, revelado pelas diversas origens dos
estudos apresentados. No entanto, ao nivel do ensino secundario, a relagdo fago/bactéria
¢ referida apenas no programa de Biologia/Geologia do 11° ano ao longo da Unidade 5
(Processos responsaveis pela unidade e variabilidade celular), onde ¢ discutida a
possibilidade dos processos de diferenciagdo celular poderem ser afetados por infegdes
virais. Tendo em conta o potencial desta relacio na resolucdo de problemas do
quotidiano, penso que o tema devera ser abordado numa perspetiva mais abrangente, na
disciplina de Biologia/Geologia no 10° e 11° ano e na Disciplina de Biologia do 12° ano.
Relativamente ao 10° ano, o tema poderd ser articulado com o Modulo inicial
(Diversidade na Biosfera), sugerindo-se uma abordagem genérica a existéncia dos virus
nos ambientes naturais e concretamente ao papel dos bacteriofagos no controlo das
populacdes bacterianas e o seu impacto no equilibrio dos ecossistemas. No 11° ano, ao
longo da Unidade 6 (Reprodugdo), articulando com mecanismos de reprodugdo

bacteriana (Biparti¢do), sugerindo-se a referencia a sua relagdo com bacteriéfagos,
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apresentando os ciclos replicativos, litico e lisogénico, enfatizando as consequéncias
desta relagdo na diversidade bacteriana, complementando a referéncia abordada
atualmente na unidade 5. Ao nivel do 12° ano, o tema podera ser incluido em diferentes
unidades enfatizando o potencial dos bacteriéfagos no biocontrolo, nomeadamente ao
longo da unidade 3 (Imunidade e Controlo de Doencgas) ¢ Unidade 4 (Producdo de
Alimentos e Sustentabilidade). O tema pode mesmo ser introduzido ja ao nivel do
programa de Ciéncias Naturais no 8° ano de escolaridade, em articulagcdo com a unidade
“Dinamica dos ecossistemas”, enfatizando a importancia da preda¢ao dos bacteridfagos

sobre a dinamica populacional bacteriana.

Saliento a importancia das atividades laboratoriais no sentido de permitir aos alunos
uma visdao mais real dos processos de investigacdo e do seu contributo para a resolucao
de problemas, tendo em conta que o tema aqui explorado ¢ passivel de implementagao
laboratorial em escolas que disponham de um conjunto minimo de recursos para

trabalhar na arae da microbiologia.
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Anexo 10- Certificado de frequéncia na agdo de formagdo “Imunidade e controlo de
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Anexo 12- Certificado de frequéncia na agdo de formacao “Fundamentos basicos de

biologia molecular”.

moUoﬂw

2p soyaje ered wo._oww&Em ap m::u_._oo owu@..Eo“_ ep S_ES_. awibay

|..I..l.l|_mwm SOJUSWEpPUNS, OBJeuUL0] ap oBdoy B gub.n«n|.|mu.£o.uum_|. op _EE oﬁm__w.ﬁ 9 BcwEm__Q__Enm woo :B:m:umt

¥S 3Q 31333 ISAL YISV

anb as-eayius)

QUNZWLUINCIANS A OAVvILALITD

84



Anexo 13- Certificado de participacdo na “XXXV jornadas portuguesas de genética”.
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Anexo 14- Certificado de frequéncia na acdo de formagao “Microbiologia Alimentar”.
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Fomalicdo. entre o dios oifo & vinle & cinco de Julho de dols mil e onze. A
accho ol ohentoda por André Ennonuel Morelra do Rosdro, lsabel Morcos
Mhmdu.l Rita Rocha,

Mois se cerfifica, nos termos dos regulomentos em vigor, que o fomanda foi
credifodd com uma unidade de erédiio. e cbiteve o danllicacdo de 9.3 (nove,
fris) corespondendo o Excelenle, pora progrésstio na camern de prolessor,

Poro o3 eleilos previstos no arlige 5 do Regime Jurdhco do Formocto
Confinua de Profesores, & presenle ocgdo releva para efeitos de progressdo em

caneira de Professores dos grupos 230,510 e 520,

Wila Mova Fomalicho, 20 de Salembxo cie 2011
A Duﬂ:ler:ﬁ-ﬂn{ﬁdﬁr
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Anexo 15- Certificado de Formador da agdo de formacdo “Boas praticas de seguranca

alimentar/HACCP e higienizac¢ao”.

Certifica-se que MARIA JOSE FERREIRA DE SA, portadora do Bilhete de Identidade ne
10886093, orientou como formadora a agdo de formacgio na modalidade de Curso de
Formacao BOAS PRATICAS DE SEGURANCA ALIMENTAR/HACCP E HIGIENIZACAD-
acreditada pela Direccdo Geral dos Recursos Humanos da Educagdo sob o registo
DGRHE/01-161/12, com a duracdo de 18 horas. A agdo decorreu na Escola Secundaria

Camilo Castelo Branco, entre os dias dezanove e vinte e um de dezembro de dois mil doze

Vila Nova Famalic3o, 22 de abril de 2013

A Diretora do Centr

(em regime de s

Ucpﬂ'
_pod®
uw‘ww
3
o __«Namalicdo
%
(v} bl

Sede: Bcolo Secunddio Comio Cosfelo Branco

B ke Ravimeriom S ATV W Enenndiefin
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Anexo 16- Certificado de frequéncia na agcdo de formagao “Atuagdo do diretor de turma

na educacio para a sexualidade — um projeto de escola”.#

Cerlifica-se que MARIA JOSE FERREIRA DE SA, Professora, portadora do
Bilhete de Identidade n® 10884093 participou na acco de formagdo, na
modadlidade de Oficina de Formacao - ACTUAGCAO DO DIRECTOR DE TURMA NA
EDUCAGAQ PARA A SEXUALIDADE - UM PROJECTO DE ESCOLA “acreditada pelo
Conselng Cientifico - Pedagégico de Formacdo Continua sob o registo
CCPFC/ACC —65125/10; com a durac@e-total-de 50 horas {25h presenciais e 25h
ndo presenciais), que decorreu na Escola Secunddrio Camilo Castelo Branco -
V.N. Famalicdo, entre os dias vinte e trés de Novembro de dois mil e dez e frés de
Maio de dois mil e onze. A acgdo foi orientada por Maria Jodo Soares Moreira de
Abreu , Maria do Sameiro Silva Jorge e Maria de Fatima Duarte Gomes.

Mais se certifica, nos termas dos regulamentos em vigor, que a formanda foi
creditada com duas unidades de crédite, & obteve a classificacdo de 9.9 (nove,
nove) comespondendo a Excelente, para progressao na carreira de professor,

Para os efeitos previstos no artigo 5° do Regime Juridico da Formagdo
Continua de Professores, a presente accdo releva para efeitos de progressdo em
carreira de Educadores de Inféncia e Professores dos Ensinos Basico e Ensino

Secunddrio.

Vila Nova FamalicGo, 14 de Julho de 2011

~yamalicdo
e
o
BRANCD Sede: Escokn Secunodria Comido Castelo Bronco
R Podre Berjamim Scigodo. 4760412V M Famaicda
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Anexo 17- Certificado de frequéncia na agdo de formacdo “PRESSE- Programa

Regional de Educagdo Sexual em Satde Escolar”.

CENTRO @
DE FORMACAD
Jadlio Resende ress

ARS NORTE
Adhrminists.ac o Rugenal
de Sadde do Nore, LP

CERTIFICADO

Pelo presente, se certifica que

Maria José Ferreira de Sa

frequentou a Accao de Formacao

“PRESSE - PROGRAMA REGIONAL DE EDUCA(;ﬁO SEXUAL EM

SAUDE ESCOLAR”

com o n.? de registo de acreditagdo

CCPFC/ACC - 63478/10

de 22 de Junho de 2010

na modalidade de

Curso de Formacdo na area de Formacao Continua

tendo obtide a mencao de

APROVADA, com a classificacdo de 9,8 — Excelente
(Numa escala de 1 a 10 valores)

correspondendo a

1,4 crédito(s)

A Accdo foi orientada por Maria da Paz Moreira Martins de Amorim Luis e
Susana Daniela Carvalho de Sousa, tendo decorrido na Escola Secundaria de
Rio Tinto entre 18.07.2011 e 22.07.2011 no total de 35 horas e enquadra-se no
protocolo estabelecido entre o Centro de Formac&o lilio Resende e a Administracao

Regional de Salde do Norte — Departamento de Salde Publica.

ARS NORTE

_\P Edﬁ%?ﬁdé Pt b AT

Departwnento de Sudcde Piblicy
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Anexo 18- Registo de Formador

Conselho Cientifico-Pedagégico
da Formagao Continua

CERTIFICADO DE REGISTO
DE FORMADOR

Para os efeilos previstos no artigo 37°, alines d), do Regime Juridico da Formag&o Continua de
Professores, anexo ao Decreto-Lei n°207/96, de 2 de Novembro, o Conselho Cientifico-Pedagogico da
Formagéo Continua procedeu ao registo como formador de

MARIA JOSE FERREIRA DE SA

nas areas e dominios:
- C05 Didacticas Especificas (Biologia),
- D11 Educagao para a Saude
- D12 Praticas de Educacao para a Saude (Educagdo Sexual)

com aplicago a Educadores de Infancia e Professores dos Ensinos Bésico e Secundario

Ao presente certificado & atribuido o registo CCPFC/RFO-30706/12.
Braga, 12 de Dezembro de 2011
O Secretario do CCPFC

ke S

(Alvaro Santos)
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Anexo 19- Certificado de Formador da acdo de formacgao “Atuag¢do docente na

educagdo para a sexualidade na aplica¢do do programa PRESSE nos 2° e 3° ciclos”.

Cerfifica-se gue MARIA JOSE FERREIRA DE SA, porfadora do Bilhete de
Identidade n°® 10886093, orientou como formadora a acdo de formagdo, na
modalidade de Oficina de Formagéo - ACTUACAO DOCENTE NA EDUCACAO
PARA A SEXUALIDADE NA APLICACAO DO PROGRAMA PRESSE NOS 2° E 3°
CICLOS, ‘acreditada pelo Conselho Cientifico - Pedagégico de Formagao
Continua sob o registo CCPFC/ACC = 64320/10 com a duragdo total de 50
horas (25h presenciais e 25h ndo presenciais), gue decorreu na Escola
Secundaria Camile Castelo Branco, entre os dias vinte e oito de novembro
de dois mil e onze & onze de abyil de dois mil e doze.

Mais|se cerfifica que. nos fermos do despacho emitido em 05-01-2012
pelo Sua Ex® o Secretdrio de Estado do Ensino da Administragdo Escolar lhe &

atribuido a mencao quadlitativa de Muito Bom.

4

”% __sNamalicdo
pat

Sede: Escolo Secunddrc Comio Cestelo Bronco
Pua Podre Benjorim Scigodo 4760412V, N. FomaiicBo
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Anexo 20- Certificado de Formador da ag¢do de formacdo “Atuacdao docente na

educagdo para a sexualidade na aplica¢do do programa PRESSE nos 2° e 3° ciclos”.

Certifica-se que MARIA JOSE SA, portadora do Bilhete de Identidade n®
10886093, orientou como formadora a agao de formacdo, na modalidade de Oficina de
Formacio - EDUCACAO PARA A SEXUALIDADE NA APLICACAO DO PROGRAMA PRESSE
acreditada pelo Conselho Cientifico - Pedagogico de Formagio Continua sob o registo
CCPFC/ACC - 69263/12 com a duracdo total de 30 horas (15h presenciais e 15h nio
presenciais], que decorreu na Escolas Secundaria Camilo Castelo Branco, entre os dias
dez de outubro de dois mil e doze e trinta de janeiro de dois mil e treze, Mais se certifica
que, nos termos do despacho emitido em 05-01-2012 pelo Sua Ex? o Secretdrio de

Estado do| Ensino da Administracdp Escolar lhe é atribufdo a mencio qualitativa de

Muito Bom.
Vila Nova Famalicde, 11 de junho de 2013
O i
X \\::\\'--.
e\ 2!
oF
@
& \E
J 5C
) ' . : Aunca P wwov"c
s LsNamalicdo
% Jaa

Sede: Escolo Secundbia Comia Costelo Branco
Rua Padre Benjomim Soigado 4740412V, N, Famaicdo
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Anexo 21- Certificado de Formador da a¢ao de formagao Atuagdo docente na educacao

para a sexualidade na aplicagdo do programa PRESSE nos 2° e 3° ciclos”.




Anexo 22- Certificado de frequéncia na acdo de formacao “A informatica no ensino”.
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Anexo 23- Certificado de participagdo na formacgdo “O computador e os sensores no

ensino das ciéncias — sistema de aquisi¢do e tratamento de dados por computador”.

Elﬂ::rpmd:'nmﬁumumﬁnnduﬁﬁma

BRI e e e AR

BEHIEFII:nnn

Gertiﬁba.~se que ;"(f ai:',-fm ‘{-‘-u VL

participou na Acgdo de Formagéo 77 Domputador e os
Sensores no Ensino das Ciénrias - Sistemas de Aguisigdo e Trata-
mento de Daros por Computados”, promovida, pelo Depar- |
tamento de Motricidade, Ciéncias Exactas e Naturais e
Projecto “Ciéncia Viva” da Escola BB 2.3 Dr. Nuno
Simoes em colaboragéo com a Noveduc — Material Di-—
dactico, Lda., no dia 24 de Janeiro de 2001.

|

O&lendé;rio, 24 de Jalneiro de m."QJL'A.:-_!‘--Mquﬂ.'._Et'f‘.H-\

A Gom_tssa. Q Organiz&dbra.,
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Anexo 24- Certificado de frequéncia na acdo de formacdo “Competéncias digitais
(Nivel 1)”.

" plano tecnolégico
educacao

Entidade Formadora: CFAE VILA NOVA DE FAMALICAO (CC BRANCOQ)
Registo de Acreditagio CCPFCI/ENT - AE- 1028/08

Validade da Acreditagio  15-12-2011

CERTIFICADO

Certifica-se que MARIA JOSE FERREIRA DE SA , docente do grupo de
recrutamento 520  de ESCOLA SECUNDARIA CAMILO CASTELO BRANCO

frequentou com aproveitamento, com a classificagio de EXCELENTE (9,9 Valores), a acgdode formagio continua,

COMPETEMNCIAS DIGITAIS(NIVEL 1): CURSO B
com o registo de acreditagio n® CCPFC/ACC-58574/09 | na medalidade de curso de formagdio, com a duragdo de 15 horas,
relevando para efeitos de progresséo em carreira, de acordo com o art® 5° do Regime Juridico da Formagao Continua

de Professores e ndo relevando para os efeitos previstos no n° 3 do art® 14°, com 0,6 créditos, realizada entre

16 de JUNHO de 2010 e 22 de JUNHO de 2010 , com a(s) formador(es):

JOAO PAULO PEREIRA ARAUJO CARNEIRO

A acclo inclui-se na f ¢i0 prevista no art® 4° da Portaria 731/2009, de 7 de Julho, formagdo em competéncias

digitais e corresponde a um curso de NIVEL 1

Data: FN
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Anexo 25- Certificado de participagdo no projeto “Oceanos, biodiversidade e satide

humana”.

Z==. (OCEANGS,
(7)) BIODIVERSIDADE
&~ ESAUDEHUMANA

CERTIFICADO

Declara-se que a Professora Maria José Sa, da Escola Secundaria Camilo
Castelo Branco, de Vila Nova de Famalicdo, coordenou as equipas 004-
Missdo OBS e Os Técnicos que participaram no desafio "E quando os
antibiéticos nao funcionam", no ambito do projecto Oceanos, Biodiversidade
e Salde Humana, que decorreu de Fevereiro a Maio de 2010.

“Ania:Noronha

Directora Executiva
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Fundagao Ilidio Pinho “Ciencia na Escola”.
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