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Nota Introdutoria

Esta publicacio tem como propésito divulgar estudos de investigagio aplicada
conduzidos, individualmente ou em equipas de investigagio, por docentes do
Instituto Politécnico de Coimbra (IPC). Os estudos apresentados distribuem-se por
vérios dominios cientificos, ilustrando bem a diversidade de dreas de investigagio

desenvolvidas no IPC.

Alguns dos capitulos relatam processos de investigacao aplicada desenvolvidos ao
longo de virios anos, com participagio de vdrios docentes do IPC e de outras
instituicoes; outros descrevem estudos feitos com o envolvimento direto de
estudantes, ilustrando o potencial da articulagio entre os processos de investigacio
e de ensino; finalmente, outros capitulos apresentam estudos financiados por
entidades de apoio a investigagdo ou por entidades da comunidade. Muitos
destes trabalhos respondem a problemas singulares da sociedade pela proposta de
solugoes aplicdveis que beneficiardo a comunidade em geral ou, concretamente, a
necessidades de entidades especificas que equacionaram os problemas e solicitaram
o estudo. Em qualquer dos casos, trata-se de estudos com impacto relevante e
efetivo na vida quotidiana, procurando cumprir uma das missdes fundamentais do
ensino superior politécnico que ¢ a sua proximidade & comunidade e a problemas
concretos das entidades, empresas e organizagdes com quem estabelece sinergias

€ cooperagao.

Os estudos incluidos neste livro estdo organizados em dominios cientificos e
técnicos pluridisciplinares, a saber: Ciéncias da Educagio e do Desporto, Ciéncias

Agrérias e Alimentares, Ciéncias da Satide e Engenharias.

Com esta coletanea de estudos, o CINEP procura contribuir para a difusio do
conhecimento cientifico atual que estd a ser produzido no IPC e para o avango

das ciéncias aplicadas.

Susana Gongalves, Helena Almeida, Paula Fonseca, Candida Malca,

Fatima Neves, Carlos Dias Pereira & Marco Veloso
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Integrar desenvolvimento pessoal com
aprendizagens académicas e profissionais:
Um estudo qualitativo através de uma
unidade curricular no ensino superior

Joana Teixeira e Nuno Concei¢io

Enquadramento Teérico

Treino e Desenvolvimento de Profissionais

Treinar e desenvolver profissionais pode promover aprendizagem, que ¢é
considerada um processo de maturagio intelectual, social e emocional,
de mudanga de comportamento, de descoberta de significado, de
desenvolvimento de competéncias, de interligagio de processos e resultados
finais (e.g. Joy-Matthews, Megginson, & Surtees, 2004; Michael & Modell,
2003). Lindgren e Fisk (1976) referem-se ao processo de educagio como
o conjunto de situagdes que permite, facilita e estimula a aprendizagem.
Percebe-se, assim, quea aprendizagem nao é a mera aquisigao de competéncias
especificas, mas o desenvolvimento aos mais diversos niveis. Ronnestad
e Skovholt (2003) abordam o conceito de desenvolvimento como uma
mudanga no funcionamento humano, que envolve algum tipo de mudanga e

uma continuidade ao longo do tempo.

Desenvolvimento profissional

Segundo Orlinsky er al, (2005) e Ronnestad e Skovholt (2003), o
desenvolvimento de profissionais implica o aumento progressivo das
competéncias e capacidades envolvidas em todas as facetas do seu trabalho.

Este ¢ um processo longo, lento, continuo e, por vezes, errdtico, que se
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desenrola ao longo de toda a carreira e conduz a construgio de uma identidade

profissional.

Ronnestad e Skovholt (2003) identificam inclusive seis fases do
desenvolvimento de profissionais para dar expressao a esta continuidade, a este
processo, que tende a ser para a vida. Folkes-Skinner, Elliot ¢ Wheeler (2010)
referem que o inicio do treino é o periodo durante o qual os estudantes sofrem
mudangas mais drdsticas ao nivel do seu crescimento e onde hd mais potencial
para se desenvolverem. Salienta-se que este é um periodo com algumas
lacunas ao nivel da literatura, importando investigar o desenvolvimento nas

fases iniciais, logo ao nivel do ensino superior.

Desenvolvimento profissional de estudantes

Tal como Dennhag e Ybrandt (2013), diversos estudos referem que o treino

promove, efetivamente, o desenvolvimento de competéncias.

Espera-se que com treino intensivo, os estudantes inexperientes ao nivel da
prdtica, progridam na aprendizagem das competéncias técnicas e profissionais,
uma vez que tém um maior potencial para a mudanga, uma maior motivagio

que tornam o processo mais ripido (e.g. Bennett-Levy & Beedie, 2007).

Por outro lado, diversos autores referem que as dificuldades percecionadas
pelos préprios estudantes tém sido pouco investigadas (e.g. Beutler ez 4,
2004; Orlinsky & Rennestad, 2005). No entanto, estas sdo importantes para

perceber como se pode melhorar o treino de profissionais.

Os fatores referidos na literatura como influenciadores do processo de
aprendizagem e de desenvolvimento em estudantes do ensino superior
sdo diversos. Passam pela capacidade de combinar as experiéncias da vida
pessoal com as da vida profissional, pela importincia de aplicar préticas de
autocuidado, pela utilizagao de qualidades e recursos pessoais, pela motivagao,
pelas metodologias de ensino utilizadas e pelas relagdes interpessoais
estabelecidas (e.g. Clegg & Bufton, 2008; Lindgren & Fisk, 1976; Orlinsky
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& Ronnestad, 2005; Simons, Dewitte, & Lens, 2004).

E de notar ainda que em estudos de Howard, Inman, e Altman (2006) e
Hill, Sullivan, Knox e Schlosser (2007), em que sio abordados os incidentes
criticos, momentos significativos de aprendizagem que influenciam o
desenvolvimento dos estudantes. Alguns dos incidentes criticos apontados
s30 a luta com o0 autoconhecimento e a autoeficicia enquanto profissionais, as
preocupagdes em relagio a assumir o papel de profissional, e o equilibrio entre

as expectativas e a realidade.

Desenvolvimento Pessoal

Rogers (1985, p.249) afirmou: “cheguei & conclusdo de que a tnica coisa que
se aprende de modo a influenciar significativamente o comportamento ¢ um

resultado da descoberta de si, de algo que ¢ captado pelo individuo”.

Ja Pascual-Leone ez al. (2012) abordam o conceito de desenvolvimento pessoal
como o crescimento do se/f numa esfera privada, a um nivel intrapessoal, feito
das experiéncias internas dos individuos, quer ao longo do processo de treino

quer ao longo da sua carreira profissional.

Edmunds e Richardson (2009) acrescentam ainda que o desenvolvimento
pessoal pode ser composto pelas mudangas dos estudantes enquanto pessoas,
durante a sua educagdo a nivel superior. Sanford (1969, tal como citado
por Leung, 2013) salienta como aspeto do desenvolvimento pessoal uma
organizacao de complexidade que envolve o individuo como um todo. As suas
emogdes, cognigdes e comportamentos sio insepardveis e estdo em interagao.
E, como o desenvolvimento profissional, um processo continuo e progressivo,
composto por uma sucessio de mudangas que refletem a interagdo entre o

individuo e o ambiente que o rodeia.

Na literatura de estudos sobre o desenvolvimento de estudantes sio
mencionadas diversas caracteristicas que devem estar presentes durante o

processo de desenvolvimento pessoal: a capacidade de reflexdo e autorreflexio;
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as relagdes interpessoais que o individuo estabelece; a mudanca na forma
como estas se desenrolam ou sao percecionadas; a promogio de competéncias
sociais, relacionais e comunicacionais; o aumento da empatia com o
outro; o desenvolvimento de uma identidade pessoal e profissional e a sua
integracdo; a promogao de conflanga, de autoestima, de automonitorizagio,
de autoconhecimento; a autorregulagio emocional; a criatividade; a
flexibilidade; o aumento da abertura a experiéncia; a capacidade de insight,
e o desenvolvimento de um pensamento original, independente e flexivel;
o crescimento intelectual (e.g. Clegg & Bufton, 2008; Cord & Clements,
2010; Dreher, Feldman, & Numan, 2014; Edmunds & Richardson, 2009;
Lindgren & Fisk, 1976; Leung, 2013; Pascual-Leone ez al., 2012, 2013;
Ronnestad & Skovholt, 2003). Sublinham-se ainda fatores que promovem
o desenvolvimento pessoal, como o confronto com perspetivas diferentes das
do préprio, o encorajamento e o contacto com profissionais mais experientes,
colegas, amigos e familiares, e as experiéncias da vida pessoal, bem como
momentos de terapia pessoal e de supervisio (e.g. Ewen, Rowles, & Watkins,
2012; Leijen & Kullasepp, 2013; Orlinsky & Rennestad, 2005).

Importincia do desenvolvimento pessoal para o

desenvolvimento profissional

Apesar de diversos autores indicarem o papel fundamental do desenvolvimento
pessoal de estudantes e futuros profissionais (e.g. Hill ez 4/., 2007; Pascual-Leone
et al., 2012; Ronnestad & Skovholt, 2003) pouco se sabe sobre as experiéncias

internas subjetivas dos estudantes durante o seu periodo de aprendizagem.

Assim, consideram-se vdrias fontes de evidéncia a favor da importincia do
desenvolvimento pessoal para o desenvolvimento profissional. Segundo
Orlinksy e Ronnestad (2005), da perspetiva da maioria dos terapeutas, a
psicoterapia ¢ uma questdo, nio apenas de procedimentos, mas também
de como ¢ feita e de quem a faz. E, numa relagio terapéutica, aqueles que

participam nela fazem-no e experienciam-no enquanto pessoas, havendo uma
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participam nela fazem-no e experienciam-no enquanto pessoas, havendo uma
influéncia da forma relacional utilizada e da afetividade pessoal na resposta
aos pacientes. Theriault e Gazzola (2005) referem que as qualidades pessoais
dos terapeutas parecem até ser mais cruciais do que as técnicas interventivas.
E Totton (2006) chega mesmo a afirmar que os terapeutas dependem mais da
experiéncia, intuigo e sensibilidade humana do que das técnicas ou da pericia.
Efetivamente, a maioria das abordagens modernas de terapia serdo baseadas
na nogao de que o autoconhecimento contribui para a eficcia profissional e o

bem-estar pessoal (e.g. Orlinsky ez al., 2005; Vasco ez al., 1993).

Rogers (1985, p.253) defende que o treino em psicoterapia “é umaaprendizagem
que provoca uma modificagdo, quer seja no comportamento do individuo, na
orientagio da agio futura que escolhe ou nas atitudes e personalidade. E uma
aprendizagem penetrante, que ndo se limita a um aumento de conhecimentos,

mas que entranha profundamente em todas as parcelas da sua existéncia.”.

Com efeito, diversos autores apontam o treino na drea da psicoterapia como
promotor do desenvolvimento do self Ou seja, ao aprender a cuidar do outro,
aprende-se a cuidar de si préprio. As novas competéncias e capacidades sao
utlizadas para promover o desenvolvimento pessoal do terapeuta. De facto,
varios estudos (Hil/ ez al., 2007; Folkes-Skinner et 4, 2010; Pascual-Leone et
al., 2012; Ronnestad & Skovholt, 2003) mostram que estudantes na drea da
psicoterapia se podem desenvolver a nivel pessoal, adquirindo e enaltecendo

diversas caracterfsticas.

Dai que, segundo Pascual-Leone ez al. (2013), enquanto aprender técnicas de
intervencao se revela muito importante para o desenvolvimento profissional,
¢ também essencial perceber qual o impacto do treino e da aprendizagem
no dominio pessoal dos estudantes. Isto, para que se possa encontrar
formas mais eficazes de treino e de prética e estabelecer objetivos realistas
para o desenvolvimento de profissionais. E, ainda, prevenir sentimentos de
incompeténcia, inadequagdo, stress, ansiedade e burnmout, comummente

experienciados entre estudantes, mas também em profissionais, sobretudo
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na drea dos cuidados (aqueles que trabalham nas dreas da satde, dos servigos
humanos, da educagio, ou seja, o trabalho com os outros e no cuidado aos
outros (Norcross, 2010)).

Deste modo, o desenvolvimento pessoal parece ser crucial no treino de
futuros terapeutas ou até profissionais na drea dos cuidados em geral, porque
fornece ferramentas que serdo de extrema importancia na pratica profissional.
Hill, Stahl e Roffman (2007) referem mesmo que, inicialmente, no treino
de terapeutas, ¢ mais importante haver um foco do estudante em si préprio
do que no trabalho com os clientes. Desta forma, poderd promover-se
o autoconhecimento, a automonitorizacio e a auto-consciencializagio,
essenciais para a pratica clinica. Finalizando, segundo Leijen e Kullasepp
(2013) o treino deve promover a desconstrugio do self de forma a enquadrar
o self pessoal com o self profissional, e deve criar ferramentas conceptuais para
que esta integracio possa ser realizada. Assim, em que medida a multiplicidade
de selves do estudante universitdrio de psicologia clinica (ou mesmo de outras
dreas de cuidados como enfermagem, ensino ou medicina) ¢ explicitamente
contemplada e estimulada, parece ser um foco de investigagio claramente

relevante.

Metodologia

Questao de Investigagio

Considerando a literatura, a presente investigagio questiona “Qual o impacto
de uma Unidade Curricular (UC) semestral para o desenvolvimento de
estudantes na drea de Psicologia Clinica?”. A partir desta questio derivam
outras duas: “Qual o impacto e as mudangas experienciadas a nivel profissional,
e sobretudo a nivel pessoal?” e “Quais os fatores que influenciaram estes

processos de desenvolvimento profissional e pessoal?”.
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Objetivos da investigacao

1. Compreender o potencial de impacto de um semestre letivo no
desenvolvimento académico/profissional e pessoal de estudantes de
Psicologia Clinica, com o foco principal no contributo de uma UC

semestral especifica.

2. Perceber se estes estudantes, ainda sem prética clinica, passam por
processos de desenvolvimento pessoal, durante o semestre em que esta

UC ocorreu.

3. Descrever quais as mudangas mais significativas ao nivel do

desenvolvimento pessoal durante esse periodo de tempo.

4. Analisar quais os fatores que influenciam, tanto facilitando como inibindo,
o desenvolvimento académico/profissional e pessoal de estudantes de

Psicologia Clinica.

Participantes

A amostra compds-se por estudantes do 4° ano do Mestrado Integrado
em Psicologia, da Faculdade de Psicologia da Universidade de Lisboa, com
frequéncia e aprovagio na UC Estudo de Casos em Psicoterapia com Adultos.
A UC pretende promover a aquisicio de competéncias e atitudes sobre a
intervengdo psicoterapéutica com adultos com diversos tipos de perturbagoes,
e uma reflexdo clinica sobre casos especificos fazendo a ponte para a integragio
em psicoterapia. A utilizagio de uma abordagem cognitivo-comportamental
numa perspetiva transdiagnéstica serve de pretexto para ensinar integracio
em psicoterapia, numa perspetiva transtedrica. As atividades em sala de aula,
bem como a avaliagio continua e final desta UC, promovem ativamente a

integraco do self pessoal com o self profissional.

Esta amostra foi escolhida pela facilidade de acesso para os investigadores; por

constituir uma populagio estudantil; e pela drea de estudos ser equivalente
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a uma profissio de potenciais futuros cuidadores. E constituida por 18
participantes caucasianos e de nacionalidade portuguesa (14 do sexo
feminino), que responderam de forma completa as perguntas, e com idades

compreendidas entre 0s 21 e os 46 anos (idade média de 25 anos).

Procedimentos de Recolha de Dados

A recolha dos dados foi realizada apds a atribuicao das classificagdes da UC, de

forma a que as respostas nao fossem alvo de desejabilidade social.

Garantindo o anonimato, a participago voluntria e a caracterizagio
sociodemogrdfica de todos os participantes, com recurso a plataforma online
Qualtrics, foi pedido aos mesmos que respondessem de forma detalhada,
reflexiva e especifica a seis questdes de resposta aberta (Apéndice A). Estas
procuram explorar e avaliar as experiéncias de aprendizagem e desenvolvimento
profissional e pessoal, de estudantes universitdrios ao longo de um semestre
bem como a influéncia da UC. As perguntas foram desenvolvidas pelos
investigadores, numa adaptagio de questoes utilizadas por Pascual-Leone ez al.

(2012, 2013):

O que ¢ que consigo fazer que ndo conseguia antes de frequentar esta
Unidade Curricular?

Que qualidades desenvolvi a0 longo desta UC, enquanto psicélogo(a) em
formacao?

Quais sao algumas dreas em que encontrei dificuldades ao longo desta UC,
enquanto psicélogo(a) em formagao?

Como ¢ que esta UC me afetou/influenciou a nivel pessoal? Pode ter
alterado as minhas percecdes em relagio a mim, aos outros, ou as relagdes
que estabeleco; se sim, como?

H4 algum(ns) aspeto(s) na sua experiéncia de aprendizagem, durante
este semestre, que ofa) tenham ajudado particularmente no seu
desenvolvimento enquanto psicélogo(a) em formagio?

H4 algum(ns) aspeto(s) na sua experiéncia de aprendizagem, durante este
semestre, que tenham dificultado ou impedido o seu desenvolvimento
enquanto psicélogo(a) em formagio?
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Procedimentos de Analise de Dados

O procedimento adotado foi a Andlise Temdtica (Braun & Clarke, 2006), um
método qualitativo, analitico, flexivel, que pode ser aplicado independentemente

de abordagens tedricas ou epistemoldgicas.

Aandlise foi conduzida através de 5 momentos que se interligam e influenciam:
(1) utilizando como recurso o soffware NVivo 10, procedeu-se a uma codificagio
inicial dos dados, dividindo-os e agrupando-os em categorias; (2) agruparam-se
as categorias em potenciais temas (captam e apreendem o que é importante em
relagio a questdo de investigagdo), reagrupando-se todos os dados relevantes
nos temas ou categorias superiores; (3) definiram-se as categorias superiores,
bem como as categorias de nivel inferior (subcategorias), anteriormente criadas,
a partir do contetido semantico das respostas fornecidas; (4) reagruparam-se e
renomearam-se as subcategorias e as categorias, apds uma segunda andlise de
todos os dados, tendo em mente a questao de investigagdo, os objetivos do
estudo e a literatura; (5) reviu-se a andlise dos dados, um ano apés a recolha e
andlise dos dados iniciais, sujeitando-os a um novo reagrupamento de forma a

aumentar a coesio dos resultados.

Resultados e Discussio

Foram encontradas cinco categorias superiores, Competéncias e conhecimentos
académicos adquiridos, Dificuldades sentidas, Desenvolvimento pessoal, Fatores
promotores da aprendizagem e do desenvolvimento e Fatores dificultadores da
aprendizagem e do desenvolvimento. E de salientar que os resultados sdo
apresentados na integra em formato gréfico, discutindo-se apenas os mais

relevantes.

A categoria superior Competéncias e conhecimentos académicos adquiridos (n =
16) reporta mudangas, aprendizagens e ganhos a nivel de conhecimentos e

competéncias.



Competéncias ¢
conhecimentos
académicos adquiridos
N=16
A Ampliagio da
Aquisigio de L . - P
o Capacidades de Competéncias consciéncia das
competéncias e o e N
: reflexao comunicacionais dificuldades e
conhecimentos I
(n = 14} {n=9} {n=5} limitagoes
{n =3}
Técnicos ¢ de
Intervengio
[n=12]
Tedricos
[n=12]

Figura 1. Categoria superior Competéncias e conhecimentos

académicos adquiridos e subcategorias

Emergiu desta a subcategoria Aquisicio de competéncias e conhecimentos (n
= 14), considerada muito relevante!, da qual surgem duas subcategorias,
consideradas relevantes, Zécnicos ¢ de Intervengio (n = 12) - ganhos e
aprendizagens de técnicas e ferramentas para a intervengio - e Zedricos (n =

12) - aprendizagens e ganhos de conhecimento tedrico.

Estes resultados vao ao encontro da literatura (e.g Bennett-Levy & Beedie,
2007), corroborando que o treino pode promover a aquisicao de competéncias

téenicas e de intervengio.

A segunda subcategoria a surgir, como relevante, designa-se Capacidades de
reflexio (n = 9) e reflete o ganho da capacidade de busca continua e focada pela
compreensio do proprio e dos outros, ¢ dos fendmenos e processos com que

os estudantes se deparam (Rennestad & Skovholt, 2003).

"n=1an =6 categoria pouco relevante; n = 7 a n = 12 categoria relevante; n = 13 a n = 18 categoria
muito relevante.
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A literatura mostra que estas competéncias de reflexdo sio fundamentais
para o desenvolvimento, tanto profissional como pessoal de estudantes e
profissionais (e.g. Dennhag & Ybrandt, 2013; Leung, 2013),

A categoria superior Dificuldades sentidas (n = 18) engloba todas as dificuldades

experienciadas pelos estudantes.

Dificuldades sentidas
n=18
Aquisigio de Consolidagio de
competéncias ¢ _ ) competéncias ¢ 3 Auséncia de
: Gestio do tempo Fatores pessoais A Foco no presente )
conhecimentos 5] n e 5) conhecimentos o2l dificuldades
académicos - - académicos n=1}
{n=13} {n =5}
Técnicos ¢ de .
Intervencio Intrapessoais
[n=11] (n=4]
Pouca
Tebticos estimulagio ao
n=s] desenvolvimento
pessoal
[n=1]

Figura 2. Categoria superior Dificuldades sentidas e subcategorias

Neste tema foi encontrada uma subcategoria relevante, Aguisicio de
competéncias e conhecimentos académicos (n = 13), sugerindo dificuldades a0
nivel do ganho e aprendizagem de conhecimentos e competéncias. Foi ainda
encontrada uma subcategoria, Zécnicos e de intervengio (n = 11), descrevendo

dificuldades na aprendizagem de técnicas e ferramentas de intervengo.

Estes resultados podem sugerir a existéncia de incidentes criticos, tal
como definidos por Howard, Inman e Altman (2006), como momentos
significativos de aprendizagem ou pontos de viragem, que assumem uma
contribui¢do significativa para o crescimento académico/profissional. Sank

e Prout (1978, tal como citado por Howard, Inman e Altman, 20006)
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conceptualizam diversos incidentes criticos em terapeutas principiantes,
por exemplo a aprendizagem de novas técnicas. Os resultados apresentados
sugerem a presenca de incidentes criticos, tanto com dificuldades como com
sucessos a0 nivel da aquisi¢io de competéncias técnicas e de intervengio, e

apesar de ndo tdo significativo, de competéncias tedricas.

Para além disso, os estudantes podem também estar a expressar desejar saber
mais, mais cedo na sequéncia de aprendizagem, esquecendo que estio ainda
apenas na Universidade, e que muitos anos formativos os podem esperar apds

finalizado o Mestrado.

A terceira categoria superior, Desenvolvimento pessoal (n = 18), envolve todos
08 aspetos mencionados pelos participantes que se refiram a crescimento,
a mudanca ao nivel pessoal, em integracio com as aprendizagens a nivel

académico/profissional.

O facto de todos os participantes terem mencionado algum aspeto em
que sentiram mudangas a nivel pessoal, sugere que a frequéncia da UC em
particular e o semestre letivo em geral tiveram um impacto no seu processo
de desenvolvimento pessoal, o que corrobora resultados de estudos anteriores
(Pascual-Leone et al,, 2012, 2013).

A primeira subcategoria, Ampliagio da consciéncia da experiéncia e do self (n
= 18), é considerada muito relevante, tendo sido mencionada por todos os
participantes. Envolveu um aumento da consciéncia, atengio e capacidades de
reflexdo, por parte dos participantes, das suas experiéncias internas, sensagoes,
sentimentos, pensamentos e comportamentos e a sua interligagao, bem como
a consciéncia das caracteristicas e qualidades, dificuldades e limitagdes do
préprio. Um participante reporta, por exemplo: “Sim, ajudou-me a conhecer-
me melhor e a questionar e interligar os meus pensamentos, agdes e reagoes.

Ajudou-me também a refletir sobre a minha maneira de ser.”.
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Desenvolvimento pessoal
n=18
Ampliagio da ) Percegio da
N Desenvolvimento N . N ~ -
consciéncia da Capacidades influéncia do Competéncias
e de recursos cidad Foco no presente ; _ompetencias
experiéncia e s relacionais we desenvol ionai
do self pessoals. n=12 n= pessoal {n=5}
{n=18} fn=15} {n-6}
Mudanga na
percegio em
[ relagio aos outros
[n=7]
Mudanca
na percegio
das relagoes
interpessoais
[n=5]
Mudanga nas
|| interagoes com os
outros
[n=5]
" Subcategorias
Capacidades Abertura & I Autoncei tperacio de Sensibilidade
cognitivas experiéncia i P dificuldades o)
[n=5] [n=5] B N [n=2] B
Regulasao Tolerdncia a Relativizagio de Criatividade Autoconfianga
emocional frustragio
medos [n = 1] n=1] n=1]
[n=2] [n=1]

Figura 3. Categoria superior Desenvolvimento Pessoal e respetivas mbmtegoriax.

Esta subcategoria parece sugerir que os participantes ganharam capacidades
de insight e introspegio que sdo reportadas na literatura como fundamentais
para o desenvolvimento profissional (e.g. Cord & Clements, 2010; Lindgren
& Fisk, 1976). No mesmo sentido, Sanford (1969, tal como cit. por Leung,
2013) salientou como aspetos do desenvolvimento pessoal uma organizagio de
complexidade crescente, como se parece aqui observar. Os resultados parecem
revelar que os participantes estdo, nao apenas, a desenvolver-se a nivel pessoal
como também a ganhar ferramentas para que este desenvolvimento se torne
num processo continuo, ao longo da carreira profissional, ou mesmo da sua

vida, sem dissociarem ambos os selves, pessoal e profissional.



Alids, a segunda subcategoria, Desenvolvimento de recursos pessoais (n = 15),
apareceu efetivamente como muito relevante. Dentro desta foram encontradas
11 subcategorias de qualidades e capacidades pessoais que os participantes
revelaram ter desenvolvido. Neste sentido, parece que um elevado nimero
de participantes ganhou ferramentas que promovem o desenvolvimento do
self. Esta subcategoria parece reforcar a ideia de que o desenvolvimento a nivel
académico/profissional pode promover e/ou até beneficiar do desenvolvimento
pessoal (Ronnestad e Skovholt, 2003). Como sugerem Lindgren e Fisk
(1976), as qualidades pessoais facilitam o processo de desenvolvimento de
estudantes e a UC frequentada parece ter tido algum efeito transformador no

desenvolvimento dos estudantes enquanto pessoas.

A terceira subcategoria, Capacidades relacionais (n = 12), encontrou-se entre
o relevante e o muito relevante. Representa as capacidades de relagio com os
outros, onde se encaixam trés subcategorias: Mudanga na percecio em relagio
aos outros (n = 7), - “(...) vejo os outros com outros olhos, vejo-os como um
todo” - Mudanga na percegiio das relagies interpessoais (n = 5), - “Entendi que
sou responsdvel pelas situagoes e relagdes que estabelego.” — e Mudanca nas
interagées com os outros (n = 5) - “Esta UC alterou sobretudo a maneira como
perceciono e lido com as minhas emogoes, o que depois acabou por afetar a

forma como lido com os outros.”

Tal como evidenciado por Orlinsky e Ronnestad (2005), as competéncias
relacionais bdsicas parecem ser promovidas durante o periodo de treino, o que
reforga os resultados encontrados. Os estudantes de Psicologia, inerentemente,
refletem bastante sobre o outro e as suas experiéncias, o que pode estar a

influenciar esta mudanca de percecdo ¢ a melhoria das relagoes estabelecidas.

A subcategoria seguinte, Foco no presente (n=7), reporta uma maior atengao
e capacidade de focalizagio no momento presente. A emergéncia desta
subcategoria parece revelar que estd a surgir nestes estudantes a capacidade
de combinar as experiéncias da vida pessoal com as da vida profissional (e.g.

Leijen & Kullasepp, 2013), aplicando praticas fundamentais ao autocuidado,
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como a utilizagio de estratégias de mindfulness que promovem o foco no
presente e a atengdo (Germer, 2004). Esta UC em estudo procura promover
a aprendizagem destas estratégias de mindfulness, quer consigo mesmo, quer
na interven¢do com futuros clientes/pacientes, tendo também componentes

préticas de avaliagdo que incluem estas faculdades.

Uma subcategoria que, segundo o critério de relevincia, aparece entre o pouco
relevante e o relevante, mas que parece ser interessante discutir é a Percegdo da
influéncia do desenvolvimento pessoal (n = 6) - “Compreendi a importincia da
genuinidade e do desenvolvimento pessoal e autoconhecimento para a boa
- . . . . .
prética de psicoterapia”. Esta subcategoria engloba afirmagoes explicitas por
parte dos participantes que sugerem compreensdo de que o desenvolvimento

pessoal influencia o desenvolvimento profissional bem como o contrério.

Aquilo que estes participantes reportaram parece ir ao encontro dos objetivos
do estudo, bem como dos objetivos, hipéteses e descobertas de outros estudos
(e.g. Pascual-Leone ez al, 2012, 2013). Este resultado parece reforcar a
importancia do desenvolvimento pessoal para o desenvolvimento profissional,
sugerindo que a consciéncia desta influéncia pode ajudar e facilitar o processo

de desenvolvimento do self-

A quarta categoria superior refere-se aos Fatores promotores da aprendizagem e

do desenvolvimento (n = 16).

Aqui, emerge uma subcategoria relevante, Méwdo de ensino (n = 9),
demonstrando o método de ensino e os materiais utilizados no treino como
promotores da aprendizagem e do desenvolvimento, com cinco subcategorias
adjacentes, Visualizagio de videos (n = 6), Realizagdo de trabalhos prticos (n =
6), Leituras (n = 2), Discussées (n = 2), Aulas (n = 1).

Estes resultados parecem ir ao encontro da literatura sobre os fatores que

influenciam, de forma positiva, a aprendizagem e o desenvolvimento (e.g.

Rennestad e Skovholt, 2003).



Fatores promotores
da aprendizagem e do
desenvolvimento

n=16
Aquisigio de Ampliagio da
, ; Mérodo de competéncias e : consciéncia das Experiéncias de
Me“":‘? f’i);”“‘“" avaliacio conhecimentos R dificuldades ¢ pritica clinica
- {n=06} académicos limitagoes {n=1}
{n=4} in=2}
Visualizagio de Reflexoes Intrapessoais
] videos — n=6] n=2]
[n=06]
s Audico de
— odcasts
i podes
n=
L Leituras Continua
[n=2] [n=1]
| Debates
[n=2]
L Aulas
n-1]

Figura 4. Categoria superior Fatores promotores da aprendizagem e do desenvolvimento e

respetivas subcategorias.

Uma subcategoria que apareceu no limite entre a pouca relevincia e a relevincia,
que ¢ interessante referit, Método de avaliacio (n = 6), fez referéncia aos
métodos utilizados para avaliar os conhecimentos e aprendizagens adquiridas
como facilitadores do processo de desenvolvimento, com trés subcategorias

incluidas, Reflexies (n = 6), Audigio de podcasts (n = 3), Continua (n = 1).

Este ¢ um resultado interessante, ji que um método de avaliagio continua,
com recurso as reflexdes pessoais, tal como utilizado na UC, parece promover

e facilitar o desenvolvimento. Para além dos habituais textos de apoio tedricos,
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esta UC fazia uso de: a) videos de mestria de terapeutas experientes e videos
de coping dos discentes a experimentar intervengdes terapéuticas especificas;
b) transcri¢ao dos seus préprios videos de coping; c) elaboragio e apresentagio
de powerpoints a explicitar aspectos comuns e distintivos de pelo menos duas
perturbagoes por aula; d) podcasts sobre faculdades de mindfulness no dia-a-
dia; e) escalas de auto-relato tipicas de contextos clinicos ou de investigago
para serem administradas por si proprios; f) leituras complementares e
emparelhadas direcionadas para o paciente/cliente e para o terapeuta, em
torno de médulos de intervengio terapéutica de natureza transdiagndstica.
Todos estes estimulos com potencial de ativagio do self pessoal, promoviam
claramente uma psicologia a duas pessoas, uma psicoterapia em modelo
contextual/relacional (versus modelo médico), que serviam de pretextos para
reflexdes escritas em torno do impacto que haviam tido em ambos os selves
pessoal e académico/profissional face a um cliente/paciente hipotético no

futuro.

Por ultimo, apresenta-se a categoria superior Fatores dificultadores da

aprendizagem e do desenvolvimento (n = 17).

Fatores dificultadores
da aprendizagem e do
desenvolvimento

N-17
Auséncia Aquisigio de

Gestio d de fatores E . competéncias e
estio do tempo A atores pessoais
P dificultadores da P

fn=6} {n=3}

conhecimentos
aprendizagem académicos
edo {n=3}
desenvolvimento

{n =6}

Intrapessoais

[n=2]

Interpessoais
[n=1]

Figura 5. Categoria superior Fatores dificultadores da

aprendizagem e do desenvolvimento e respetivas subcategorias.



Na amostra nio surge nenhuma subcategoria como relevante. No entanto,
estes resultados nio sio sinénimo de que ndo existem fatores que dificultam
o processo de desenvolvimento. A forma como o estudo foi construido pode
ter beneficiado a reflexio relativamente as caracteristicas positivas do processo

de desenvolvimento.

Ainda assim, um tergo dos participantes revelou questoes ao nivel de gestao
de tempo, o que levanta questdes relativamente a preparagio dos contetidos
programdticos quer de uma UC em particular, quer das virias UC’s que
compdem um semestre em geral, de forma a ter os discentes mais disponiveis
e com mais recursos para a aprendizagem, desenvolvimento e mudanga que

podem ficar inibidas nesta fase.

Conclusao

Consideramos que a UC, bem como todo o semestre, a que o estudo se
refere, tiveram um impacto nos estudantes desta amostra, tanto ao nivel do
seu desenvolvimento académico/profissional como pessoal. Foi observada a
aquisi¢io de conhecimentos e procedimentos de natureza tedrica, técnica e
interventiva, bem como a aquisi¢io de capacidades de reflexdo e de ampliagio
da experiéncia, com importincia para o desenvolvimento académico/
profissional dos estudantes. As mudangas relatadas como mais significativas
no desenvolvimento pessoal foram uma maior consciéncia da experiéncia
e do self, o desenvolvimento de recursos pessoais, ¢ as interagdes com os
outros. ~ Os fatores apontados como os que mais influenciaram o processo de
aprendizagem e desenvolvimento foram os métodos de ensino e de avaliagao

utilizados.

Como limitagoes e, consequentemente, possiveis dire¢oes futuras, podem
considerar-se a amostra, podendo o estudo beneficiar de um maior ndmero
de participantes, mais heterogéneos, de diferentes anos letivos, e também
com frequéncia de outros anos do curso. Separar o impacto diferenciado de

uma unidade curricular do impacto de outras ndo foi objetivo do estudo, até
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porque todo o semestre de um conjunto de quatro deste Mestrado Integrado
estd pensado de forma complementar e sequencial. Mas, apesar de poder ser
uma limitagio atual, pode também constituir uma avenida de trabalho futuro.
Pode também ser estudado, em comparagio com a populagio de estudantes de

psicologia, estudantes de outras dreas dos cuidados ou outras dreas distintas.

Algo que fica por investigar sio as experiéncias anteriores as exploradas neste
estudo, ndo havendo nenhuma forma objetiva de medir o impacto discreto
e especifico, comparando o antes e o depois. Ainda assim, a formulagio das
perguntas foi desenhada de forma a evocar um processo de comparago das
experiéncias anteriores com as atuais. De futuro, podem vir a ser realizados
estudos longitudinais que se preocupem em capturar os impactos diferenciados
dos diversos médulos que compéem um Mestrado Integrado. Em geral,
considera-se relevante o aprofundamento do estudo dos fatores que influenciam

o processo de desenvolvimento.

Apesar das diversas limitagoes entendemos o presente estudo como uma
demonstracdo suficientemente relevante e rigorosa de que o treino ao nivel
académico/profissional pode funcionar como um contexto mais explicito de
exercicio ao desenvolvimento pessoal, uma vez que foram reportadas diversas
transformagdes pessoais a par da aquisi¢io de competéncias de desenvolvimento

académico/profissional, em estudantes sem experiéncia de prética clinica.

Assim, quanto as implicagdes praticas, sugere-se que o processo de ensino
e treino no ensino superior possa ter mais em aten¢io a importincia do
desenvolvimento pessoal para o desenvolvimento académico e profissional dos
estudantes, assim como para o seu futuro no mundo do trabalho. O (re)pensar
das metodologias de ensino e de avaliagio, também ao servigo da promogio do
desenvolvimento pessoal de estudantes dos tempos que correm, pode facilitar
que o seu desenvolvimento se prolongue, de forma mais explicita, para o
seu futuro profissional como um processo que corra mais continuo, fluido,

integrado e produtivo.

Esta danca, a ser explicitamente facilitada entre o se/f académico/profissional e
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o self pessoal, faz ecoar alguns ditos de Paulo Freire, com quem terminamos:
“Nio h4 saber mais ou saber menos: H4 saberes diferentes”, “F fundamental
diminuir a distAncia entre o que se diz e o que se faz, de tal maneira que num
dado momento a tua fala seja a tua pratica’, e “A humildade exprime uma das

raras certezas de que estou certo: a de que ninguém ¢ superior a ninguém”.
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Aprender com Projetos de Investigagio,
o seu Papel como Ferramenta Educacional

Marta Henriques & Anténio Ferreira

A formagio de profissionais altamente qualificados e de elevado desempenho
vai muito para além do conhecimento transmitido na sala de aula. Os
profissionais de elevada performance devem adquirir competéncias especificas
que, necessariamente, requerem experiéncia e contacto com problemas
complexos concretos. A ideia serd a preparagio de profissionais com capacidade
de enfrentar o desconhecido, ou pelo menos terem o conhecimento e a

capacidade para a resolugio de desafios ou problemas imprevistos.

Estas competéncias sio extremamente dificeis de alcangar num contexto de sala
de aula convencional, especialmente quando no decurso da sua transmissao nao
exista um elevado grau de envolvimento das partes na resolucao de problemas e
situagdes muito concretas. Para além de que, qualquer situagio de aula, mesmo
prdtica, ndo tem a dimensdo do imprevisivel que se afigura como o critério

fulcral na seriago e sele¢do dos melhores profissionais.

Argumentamos pois, que o envolvimento em atividades de investigacao durante
a formagio académica é fundamental para a capacitagio de profissionais de alto
desempenho, pois proporciona oportunidades para desenvolver capacidades de

reflexio, resisténcia, resiliéncia, andlise critica e sintese.

Este capitulo apresenta uma reflexdo em como a educagio através da
participagao em projetos de investigagio pode ajudar os estudantes na sua

preparagio para a vida profissional.



Estado da Arte

Muitos estudos abordam a questdo da integragio dos estudantes no Ensino
Superior, nomeadamente na identificagio das principais dificuldades
encontradas na sua adaptagio ao sistema educativo, nas suas expectativas
pessoais em relagio a obtencio do seu diploma, 2 institui¢io de ensino
superior que frequentam, as relagdes humanas e mesmo a forma como o
conhecimento lhe ¢ transmitido. O ingresso numa Institui¢io de Ensino
Superior ¢ uma grande mudanga na vida dos jovens estudantes que tém de
lidar com questoes que sdo de suma importincia no seu desempenho, tais
como a falta de seguranca, o contacto com situagdes novas e a sua interagio
com pessoas com diferentes backgrounds. Estes aspetos tém induzido alteragdes
significativas na forma como as Instituicées de Ensino Superior ensinam e
transferem o conhecimento, conduzindo 4 mudanga dos métodos utilizados
pelos professores para estimular as competéncias individuais dos alunos e os

seus processos de aprendizagem, tornando-os mais atrativos.

No entanto, a principal preocupacio das Instituigoes de Ensino Superior
parece ser sido esquecida: serd que os seus diplomados estao preparados para
enfrentar os desafios colocados pela sociedade e pelo mercado de trabalho que

¢ cada vez mais volatil?

O trabalho, entendido como um conjunto de técnicas e atitudes individuais
ou de grupo em relagio a uma institui¢ao (empresa, corporagio, etc.) onde se
desenvolvem as atividades laborais, ¢ um conceito em dissolugio (Amaral &
Magalhaes, 2004). A natureza do que é entendido por trabalho estd a mudar.
Ou seja, o trabalho no sentido de “profissao” estd a extinguir-se: (1) como
resultado da crescente fragilidade na relagao salarial; (2) através do aumento
da volatilidade das empresas (isto ¢, quanto maiores mais tendem a subdividir-
se até se evaporarem nos “paraisos fiscais”); e (3) passou a estar assente em
competéncias. O trabalho assume formas mais volateis de produgio distribuicio
e consumo. O que permanece parece ser definido por “competéncias” adquiridas

diretamente através do treino e da experiéncia (Amaral & Magalhaes, 2004).
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As “carreiras” estdo a ser substituidas por “trabalhos”, e a economia exige formas
flexiveis quer de organizagdo, quer dos recursos humanos. A “chave” para estar
empregado nos dias de hoje ¢ a flexibilidade. Isto implica necessariamente que
as competéncias sociais, pessoais, interpessoais e técnicas, fundamentais para
uma carreira profissional bem-sucedida, s6 podem ser fornecidas através da
experiéncia "hands-on" ou "on-the-job" (Ferreira et al, 2006). E fundamental
a aquisi¢io de competéncias que permitam aos profissionais manterem-se em
atividade ao longo da sua vida ativa. De fato, estar ciente das inovagoes e ser capaz
de aprender e melhorar continuamente ¢ essencial para um bom desempenho
profissional, num mundo em constante mudanga e cada vez mais competitivo

(Friedman, 1999), podendo fazer a diferenca entre estar ativo ou desempregado.

Na atual tendéncia de democratizagio do ensino superior, como forma de
promover a igualdade de oportunidades, de aumentar a competitividade e de
procurar a exceléncia, reduzindo a0 mesmo tempo o orcamento global ou,
pelo menos, o orcamento per capita, ¢ dificil promover experiéncias de ensino
do tipo “hand-on” ou “on-the-job” a um maior nimero de alunos, apesar do
enorme impacto positivo que isso teria na insergio dos estudantes no mercado
de trabalho. Um dos maiores desafios que se coloca atualmente ao ensino
superior é proporcionar oportunidades de investigagdo a um nimero crescente
de estudantes, sem com isso expandir de forma significativa as necessidades em

recursos docentes (Firmage ez al., 2005).

Por outro lado, as institui¢des de ensino superior estdo cada vez mais envolvidas
em atividades de investigago cientifica, ndo s6 na perspetiva de angariagio de
fundos para funcionamento mas também com o objetivo de aumentar o seu
prestigio e “nome", avancando na fronteira do conhecimento que pode constituir

a diferenciacao dos seus graduados no mercado de trabalho.

O treino no desenvolvimento de novas competéncias e conhecimento nio
¢ um problema novo. J4 no passado, as institui¢oes de formagio e o proprio
mercado de trabalho demoravam por vezes um periodo significativo para se

adaptarem as novas tecnologias (Bessen, 2015). As competéncias em falta
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estio frequentemente relacionadas com a componente tecnoldgica e sio
normalmente adquiridas através da experiéncia profissional, nio na escola.
Por esta razio, e apesar dos niveis mais elevados de escolaridade dos recém-
formados, os empregadores podem enfrentar limitagoes nas competéncias que

estes possuem (Bessen, 2015).

O status quo estabelece parimetros que tornam obsoleta grande parte do que é
feito na educagio. Hd a ilusdo de que a educagio resolverd todos os problemas no
futuro, conduzindo-nos a sociedade desejada. E claro que precisamos de algum
tipo de educagio para alavancar e progredir para uma melhor sociedade (Jucker,
2002), no entanto falar ou ensinar para a mudanga s6 ¢ ttil quando conduz a
uma agio efetiva (Schumacher, 1993). Por isso, se nio fizermos simultaneamente
tudo o que estiver ao nosso alcance para transformar os nossos sistemas politicos,
econémicos e sociais em estruturas mais sustentdveis, poderemos também

esquecer a parte da educacio (Jucker, 2002, Ferreira ez al., 2000).

Devido aos caprichos do mercado de trabalho e ao répido avango do
conhecimento nas mais diversas dreas profissionais, o conhecimento de
ponta fornecido pela pesquisa realizada por professores e investigadores
nas instituicoes de ensino superior raramente ¢ capaz de proporcionar uma
vantagem competitiva aos seus jovens diplomados ao longo da sua vida
profissional. No entanto, a atitude de resiliéncia de indagagio e demanda que
sd0 o cerne da investigaco, pode fazer a diferenca ao longo de uma carreira. Por
essa razio, defendemos uma aprendizagem baseada na investigacio e a inclusio
dos estudantes de ensino superior em projetos de investigagao. Isto é de extrema
importancia no contexto atual, particularmente na Europa, onde as perspetivas
de emprego para os jovens sio particularmente sombrias (Primorac, 2015),
e onde se observa o desaparecimento dos empregos chamados “tradicionais”

como resultado do desenvolvimento tecnolégico (Bessen, 2015).

Hoje em dia, muitos setores de atividade sofrem com o processo da globalizago,
0 que leva a uma maior incerteza para os individuos, uma vez que empregos,

comunidades e locais de trabalho podem ser instantaneamente transformados
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por forcas tecnoldgicas e econdmicas anénimas e instdveis (Friedman, 1999).
Adicionalmente, devido aos avangos tecnoldgicos, o trabalhador médio viu
os seus saldrios e carreiras estagnados. No entanto, a tecnologia também ¢é
responsavel pela criagio de novas oportunidades, especialmente para aqueles que

detém as novas competéncias exigidas pelo mercado de trabalho (Bessen, 2015)

O maior obsticulo a implementagao das novas tecnologias/conhecimento é
a preparagio de profissionais com habilidades para a sua implementagio. De
facto, as Instituigdes de Ensino Superior detém um corpo docente com sélida
experiéncia, que sendo especialista em determinadas dreas do conhecimento/
tecnologia ndo estd minimamente familiarizado com as principais explosdes
tecnoldgicas e do conhecimento. Verifica-se muitas das vezes uma capacidade
de adaptagio limitada dos membros do corpo docente, primeiro porque sio
formatados para ensinar o que sabem, e segundo porque hd uma resisténcia
individual para mudar e para se manter o que se conhece. Segundo Bessen
(2015) as instituigoes de formagio sdo de adaptagio lenta. Neste contexto,
ter uma mente aberta, astuta pela investigagio é uma grande vantagem para
acompanhar os avangos do conhecimento e da tecnologia. Nalguns casos,
apesar de raros, as mudancas podem ser induzidas pelos professores que

simultaneamente conduzem e desenvolvem investigagao.

Por outro lado, as qualificacbes necessdrias para ensinar em qualquer Sistema
de Ensino Superior, implicam que cada professor na sua drea especifica de
conhecimento/tecnologia precise de pelo menos 3 ou 4 anos de preparagio
cientifica (necessdria para realizar o seu doutoramento) e as vezes de uma
preparagio pedagdgica. Por este motivo, as Instituicoes de Ensino Superior ém um
problema semelhante, ou até mais grave, quando comparado com o das empresas
que precisam de profissionais com sélidas competéncias nas novas tecnologias/
conhecimento. E, no entanto, até que as Instituicoes de Ensino Superior e
o mercado de trabalho se aproximem, os beneficios das novas tecnologias/

conhecimento sero limitados e ndo amplamente partilhados (Bessen, 2015).

A pergunta chave que se coloca é, como ¢ que as Instituigoes de Ensino
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Superior podem preparar profissionais nos saberes/tecnologias emergentes,
quando a sua prépria estrutura ¢ demasiado rigida para acompanhar as
constantes mudangas, ¢ que competéncias profissionais tém de ser induzidas
nos estudantes e jovens profissionais para que possam lidar com as constantes
alteragoes e revolugoes tecnolégicas e terem simultaneamente uma ativa e plena
vida profissional. Argumentamos que a aprendizagem baseada na investigacio
¢ uma excelente ferramenta para preparar profissionais com as competéncias
humanas, estratégicas e tecnoldgicas necessarias para impulsionar as sociedades,
embora tenhamos de assumir que algumas competéncias-chave nio sio

ensinadas na escola mas adquiridas através da experiéncia (Bessen, 2015).

Pretendemos neste capitulo explorar como uma abordagem de ensino pratica,
do tipo “hands-on”, pode contribuir para a qualificagdo dos diplomados, e
em especial o papel que a investigagio pode ter na preparagio de profissionais
altamente qualificados. Defendemos que fazer parte de um projeto de investigagao,
durante a frequéncia do curso superior, fornece a experiéncia necessdria para ter
sucesso. A pesquisa ajuda os alunos a aprender, a fazer perguntas e a encontrar
respostas, a pensar de forma critica, a trabalhar bem em equipa e a comunicar de

forma eficaz com outras pessoas sobre assuntos complexos.

O papel educativo na transferéncia do conhecimento/tecnologia

A aprendizagem ¢ tradicionalmente considerada como a aquisi¢io e
armazenamento do conhecimento. Nos dltimos anos, o paradigma da
transmissao do conhecimento tem sido questionado pela epistemologia
construtivista que considera a aprendizagem uma construgio ativa do
conhecimento, ndo apenas o acumular de informagdes. A aprendizagem é uma
atividade cognitiva onde os alunos constroem o conhecimento, interpretando
as suas percegoes com base nos seus prévios conhecimentos e crengas. Assim,
a aprendizagem ¢é entendida como um processo continuo em que o individuo

constréi e reconstrdi a sua conce¢io do mundo (Tynjala, 1998).

Para ser eficaz, a educacio é fundamental a todos os niveis, de forma a
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proporcionar a regeneragdo econdmica que serd alcancada através da
transferéncia e cooperagao tecnolégica e deve incluir todos os estratos da
sociedade, nomeadamente os decisores, profissionais, utilizadores e operadores.
O envolvimento de toda a comunidade ¢ crucial, uma vez que numa sociedade
em constante aprendizagem o comportamento de cada grupo reforca todos os

outros (Ferreira ez al., 2006).

A educagio e a formagio sio vitais para todas e quaisquer atividades econdmicas.
Uma forga de trabalho bem preparada permite que governos, empregadores
e trabalhadores atinjam os seus objetivos de desenvolvimento, facilitando a
transferéncia e a assimilagdo de £now-how e novas tecnologias ambientalmente

sauddveis, adequadas e socialmente aceites (Hale, 1995).

A melhoria dos processos de aprendizagem e do desenvolvimento de
competéncias profissionais, pessoais, interpessoais e sociais, ¢ de suma
importncia para se ter sucesso num mundo cada vez mais competitivo,
e implica uma mudanga na forma como os profissionais sio instruidos e
treinados. Mais do que receber e armazenar conhecimento, as novas teorias de
aprendizagem enfatizam o facto de que a aprendizagem ¢ uma construgio ativa

de conhecimento e ndo uma recegio passiva da informagio (Tynjala, 1998).

A educagio tem que ser sustentada por um ensino interdisciplinar e holistico
capaz de promover uma aprendizagem mais profunda, por oposicio a
tradicional aprendizagem superficial (Graverholz, 2001), onde os alunos tém
a tendéncia para uma "aprendizagem just-in-time". Nesse sentido, os alunos
adquirem conhecimentos e competéncias apenas para um determinado
momento de necessidade, ou seja, para os exames, e ndo de uma forma solida
durante os programas educacionais formais destinados a preparar os individuos
para o futuro (Ury ez al., 1997; Ferreira et al., 2000).

As mudangas na formagio académica estio de acordo com alguns
desenvolvimentos internacionais no dominio das competéncias pessoais, que
visam fazer com que os alunos desenvolvam o pensamento critico, ou que

vio para além da informagio dada na sala de aula, com o objetivo integrador
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de trazer novos conhecimentos, competéncias, compreensio e experiéncia
durante atividades de resolugio de problemas concretos, e que oferecem aos
alunos a melhor forma e oportunidade de preparagio para uma aprendizagem
independente ao longo da vida. Atualmente, apesar de limitados, alguns
espagos epistemoldgicos e pragmaticos estdo j4 a permitir que os alunos se
comprometam de forma critica com um conhecimento mais técnico, assim
como na sua aplicagio mais engenhosa (Waghid, 2000). Deve existir um
empenho por parte dos alunos, nao para fazer “isto ou aquilo”, mas para
aprenderem a pensar, a compreender-se e a imaginarem-se. Uma abordagem
eclética da educagio prética é necessdria para que a aquisi¢ao e aplicagio dos
factos “knowing-that” e competéncias “knowing-how” adquira uma forma
racional que melhoraria e expandiria o ensino e a aprendizagem além da sua

atual reducio ao contetido factual ¢ técnico (Waghid, 2000).

O maior desafio educacional dos dias de hoje, num contexto de rpidas
mudangas como resultado da globalizagio (Friedman, 1999), é como
preparar os profissionais para lidar com as alteragdes econdmicas e técnicas da
sociedade, a fim de se manterem ativos e com um papel positivo no proprio

desenvolvimento econémico e social.

Os profissionais tém de reconhecer e identificar as vdrias dimensoes e
complexidade dos problemas, que necessitam de uma atitude mais proactiva
e do desenvolvimento de solugdes integradas. A formagao destes profissionais
deve ter como foco o desenvolvimento de competéncias societais, éticas,
criativas, pessoais e interpessoais, para além da mera aquisi¢ao das competéncias
técnicas, por forma a alcangar a sustentabilidade da propria sociedade. Um
dos objetivos de maior importancia para as Institui¢des de Ensino Superior é
fomentar as competéncias necessarias para que os seus licenciados possam entrar
no mercado de trabalho e preservar ou melhorar a sua prépria empregabilidade

a0 longo da vida profissional.
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A investigacdo permite a pratica

A educagio é geralmente considerada um pilar do desenvolvimento de aptidoes
e competéncias. No entanto, a educagio por si s6, sem agio, dificilmente
contribuird de forma significativa para a aquisicao de competéncias nos novos

campos do conhecimento/tecnologia, necessarios para impulsionar a sociedade.
g

Aabordagem por resolugio de problemas permite a integracao do conhecimento
especializado na educagio. Desempenha um papel central no desenvolvimento
de conhecimentos especializados, convertendo o conhecimento formal em
conhecimento e aptidées informais especificas, e que ocorre quando esse mesmo
conhecimento formal é usado na resolugio de problemas. Diferentes tarefas do
tipo resolugio de problemas sio muito mais tteis do que a mera avaliacio da
informagio factual e/ou reprodugio do conhecimento dos livros de texto tal
como ¢ apresentado (Tynjala, 1998). Com o foco na resolugao de problemas
e o envolvimento em situagdes reais, os programas de educagio devem criar
espago para escolhas fora da educagio tradicional, aumentando a exposicio
dos alunos a pritica empresarial, economia, politica, questoes de trabalho e as
matérias que ampliardo a sua compreensao sobre a interagio humana (Waghid,
2000). O modelo autoritdrio de instrugdo, que domina muitos programas
de educacio, tende a sufocar ou retardar o desenvolvimento intelectual. Os
estudantes amadurecem intelectualmente somente quando expostos a um

ambiente que permite e estimula o pensamento critico (Hale, 1995).

Um problema frequente das aulas priticas é que ndo sdo estruturadas para
oferecer competéncias para a resolugio de problemas. Os estudantes passam
a maior parte do seu tempo na resolugdo de exercicios cuidadosamente
projetados. Ao contrdrio destes exercicios, os problemas reais ndo sao de tao
facil abordagem e ou de solugio tinica e isso resulta na falta de especializagio no
reconhecimento e definigio de problemas (Hale, 1995). Valo (2000) defende
a importincia de proporcionar aos alunos uma experiéncia fora do campus,
nomeadamente ao nivel de estdgios profissionalizantes e pré-profissionais no

local de trabalho, para que adquiram conhecimentos ao nivel situacional,
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interpessoal, do processo, do controlo e da pratica. O uso de problemas da
vida real para motivar os alunos, desafid-los a pensar profundamente sobre os
contetidos realmente significativos e capacitd-los a trabalhar em colaboragio sio

praticas que produzem beneficios para os proprios estudantes (David, 2008).

A aprendizagem baseada na investigagio baseia-se na utilizagio do
préprio processo investigativo como uma ferramenta para a aquisi¢io de
conhecimentos. A vantagem deste tipo de aprendizagem é que os estudantes
tém a oportunidade ndo s6 de aprender conceitos mas também de praticar
competéncias relacionadas com a propria investigagdo, tais como testar

hipéteses, recolher e analisar dados (Phithiyanuwat & Bunterm, 1998).

Preparagio dos alunos numa filosofia de projeto

Os sistemas educacionais precisam de se tornar proactivos e desenvolver uma
gama de programas educativos para estudantes de todos os niveis (Vega ez 4.,
2003). Isso pode ser alcangado através da implementa¢io de uma educagio
baseada em projetos que apresenta uma abordagem privilegiada de aprendizagem
através da implementago de agdes concretas em casos de estudo piloto (Ferreira
et al., 2006). O design dos cursos negligencia metas fundamentais, focando-se
em vez disso nos resultados de mddulos especificos. Isso dificulta aos alunos
estabelecerem as conexdes fundamentais entre os topicos e verem o assunto

como um todo integrado (Entwistle & Hounsell, 1975).

A qualidade da aprendizagem dos alunos melhora & medida do progresso dos seus
estudos. A classificagio do "esforco organizado” e das "abordagens profundas”,
que procuraram o envolvimento e a compreensdo sobre determinado assunto,
sdo geralmente mais elevadas para os estudantes do tltimo ano do que para
os do primeiro ano. Os alunos, por sua vez também valorizam mais uma
aprendizagem focada e que promove a compreensio ao invés daquela que
se foca somente na memorizagio. Ao longo dos cursos, as "abordagens mais
profundas” vio-se tornando cada vez mais complexas, e as diferencas entre as

varias temdticas mais vincadas.
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Em resposta a forma como os alunos devem "pensar e praticar” cada tema,
as descobertas indicam que uma aprendizagem de alta qualidade lhes exige
a capacidade de se envolverem num determinado assunto nas suas vérias
dimensoes. A “forma de pensar e praticar” nao s6 abrange o conhecimento, mas
também as competéncias, estratégias e convengdes necessdrias para analisar e dar
resposta a um problema especifico, a um nivel mais avancado. Os projetos de
investigagio colaborativos sao considerados uma ferramenta valiosa na exposicio
mais profunda a um tépico e facilitam as interagoes auténticas entre aluno e
professor (Howard ez al., 2000).

Num contexto de crescente incerteza do mercado de trabalho e da necessidade
de profissionais com competéncias em conhecimento/tecnologias emergentes,
os alunos com experiéncia de investigagio estardo em vantagem competitiva,
uma vez que foram treinados numa filosofia de projeto, que é o sistema
aconselhado para o desenvolvimento das novas tecnologias, do conhecimento e
das competéncias e, portanto, com os melhores saldrios. De fato, os avangos na
tecnologia ou no conhecimento sdo conduzidos principalmente sob uma filosofia
de projeto, onde as novas ideias e tecnologias sdo testadas. Os projetos diferem

dos negdcios pelo seu cardter inovador e por serem a partida mais lucrativos.

Desenvolvimento de novas competéncias

e conhecimentos ao longo da vida

A capacidade dos jovens diplomados entrarem e sobreviverem profissionalmente
¢ de suma importincia, especialmente porque a previsibilidade do curso e das
"trajetorias” da vida, ..., dd lugar a um itinerdrio individualizado no qual a gestio
pessoal ¢ de vital importincia na "negociagio” da mudanca que tem de ser feita
(Bynner & Parsons, 2002). Isso é particularmente importante na Europa, onde as
"inflexibilidades" do mercado de trabalho sio apontadas como a principal causa
de deixar sem emprego uma fragio cada vez significativa de membros das familias,

especialmente jovens, que desejam trabalhar (Carnoy, 1997; Primorac, 2015).

Na chamada "sociedade de risco" (Beck, 1986) a incerteza aumenta em relacio
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as escolhas feitas, e a probabilidade de escolhas erradas levarem a condigdes de
vida inferiores também aumenta (Bynner & Parsons, 2002). Sob as condigoes
de certificagio da sociedade de risco, as competéncias adquiridas através da
experiéncia laboral tornam-se cada vez mais importantes na manutengio
de uma posicio no mercado de trabalho. Aqueles que ndo estao capacitados
desses atributos em termos de "capital humano", e que sdo considerados muito
importantes pelos empregadores, enfrentam maiores dificuldades, nao s6 para
entrar no mercado de trabalho, mas também para manter qualquer tipo de
carreira profissional gratificante (Bynner & Parsons, 2002). Abbott (1988)

descreve uma sequéncia para o trabalho profissional:

*  Diagnéstico
e Inferéncia

¢ Tratamento

Na fase de Diagnéstico retinem-se as necessidades relevantes na construgio de
uma imagem e, em seguida, coloca-se essa imagem na categoria de diagndstico
adequada. A Inferéncia é o puro ato profissional que a partir da informacio
do diagnéstico indica um leque de Tratamentos e abordagens a aplicar assim
como os seus resultados previsionais. Os efeitos dos Tratamentos aplicados sio
paralelos aos do diagnéstico. Tal como o Diagnéstico, o Tratamento impoe uma

estrutura subjetiva sobre os problemas com os quais uma profissao trabalha.

Numa carreira profissional com sucesso, para além das competéncias técnicas,

sa0 necessdrias vdrias outras competéncias (Ferreira ez al., 2006), nomeadamente:

*  capacidade de inovagio para um desenvolvimento sustentdvel

*  capacidade de utilizagao dos recursos disponiveis de forma otimizada

*  capacidade para trabalhar em equipas multidisciplinares

*  capacidade para prever a reacio das populagdes & implementagio de um projeto

*  rigor e ética profissional

*  capacidade de coordenagio e lideranca de equipas multidisciplinares

*  capacidade de comunicagio (nao-verbal, escrita, oral, multimédia, quer

em lingua materna quer noutra lingua)
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*  capacidade de auto-motivagio

*  capacidade de trabalho

*  capacidade de negociagio, argumentagio, e mediagio de conflitos

*  competéncias pessoais (empatia, conflanga, autoconsciéncia, capacidade de
adaptagio e de iniciativa)

*  capacidade de atualizagio das competéncias adquiridas ao longo da vida

profissional ativa

Os recém-graduados que conseguem o seu primeiro emprego precisam de apoio
para se transformarem em profissionais de sucesso. Muito deles precisam mais
de apoio social e emocional em vez de ajuda no uso prético do conhecimento
académico. Mais tarde, jd nas suas carreiras, esses mesmos individuos precisam
de uma ampla gama de oportunidades de desenvolvimento que lhes permitam
continuamente ampliar e aprofundar os seus conhecimentos (Brown 2009). Em
muitos casos, precisam de encontrar formas de nio se limitarem 4 sua profissao
e trabalhar com membros de outros grupos profissionais, cujo vocabuldrio,
instituigdes e carreiras profissionais podem ser desconhecidos. O treino
na investigagio trard vantagens competitivas em todas essas competéncias.
Adicionalmente, o investimento na ciéncia e na inovagio nio sé contribui
para o aumento da competitividade empresarial, mas coloca o profissional
como parte da estratégia de desenvolvimento da prépria empresa, melhorando
simultaneamente a perspetiva da sua carreira e a solidez da instituigdo para a

qual trabalha.

Conclusao

Num contexto de ripido avango da tecnologia e do conhecimento que impactam
o cardcter inovador e competitivo das empresas e dos negdcios, a preparagio de
profissionais de alto desempenho é de suma importancia. Hoje em dia, uma
empresa com servigos e/ou bens inovadores tem maiores margens de lucro e,
portanto, melhores hipdteses de sobrevivéncia e bem-estar do que aquelas que

exploram tecnologias/conhecimentos comuns.



Neste cendrio, ser capaz de fazer a ligacdo entre a investigacdo e os negdcios,
assim como a incluso da experiéncia de investigacio na carreira profissional do
pés-graduado, ¢ de suma importancia. Dado que os alunos incorporados em
trabalhos de investigacdo sdo capazes de compreender o papel da criatividade
e inovagio no desempenho da empresa, sio capazes de implementar um
sistema para facilitar o processo de criagio de produtos e servigos inovadores,
e estdo também melhor preparados para enfrentar os requisitos do mercado de
trabalho mais exigente. Fazerem parte na necessidade de inovago para estarem
na vanguarda do negdcio, permite aos profissionais estarem atentos e serem
capazes de enfrentar riscos, e construirem um conhecimento mental e técnico,
e um sistema financeiro, para os reduzir. Portanto, permite-lhes desenvolver um
conjunto de capacidades semelhantes & dum investigador, o que valoriza as

empresas onde trabalham e a eles préprios.

A inclusio de alunos em projetos de investigagio pode ser de extrema relevincia
na aquisi¢ao de competéncias que sero relevantes para o seu proprio progresso
durante a vida profissional, para atingirem melhores desempenhos e um
nivel mais elevado na estrutura da empresa, ou até conseguirem empregos
em melhores empresas. Para as Instituicdes de Ensino Superior, ter antigos
alunos bem inseridos na matriz produtiva, referidos como profissionais de alta
qualidade, é o cumprimento de sua missdo e a melhor publicidade de uma boa

reputacao.
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Ciéncias Aplicadas : Coletinea de Estudos

Uma abordagem multidisciplinar
para o ensino de técnicos em jogos
desportivos coletivos

Filipe Manuel Clemente, Fernando Manuel Lourengo Martins

& Rui Sousa Mendes

O processo de formagio de estudantes do ensino superior no 4mbito das
Ciéncias do Desporto e Educagio Fisica é um processo continuo que carece
de investimento tedrico/prdtico para potenciar a interven¢io dos candidatos a
futuros técnicos desportivos. No caso especifico da preparacio dos estudantes
para o processo laboral, existem caréncia identificadas na estrutura formativa,
fundamentalmente devido a reduzida exposicio dos estudantes a problemas
de investigagao-agio e as competéncias préticas indispensaveis ao ser técnico

(Papacharisis, Goudas, Danish, & Theodorakis, 2005).

Na investigacio dedicada ao estudo de treinadores desportivos peritos,
identificaram-se quatro estdgios no processo formativo (Schempp, McCullick,
& Mason, 20006): 7) iniciante; i) competente; i7i) proficiente; e iv) perito. Por
definigdo, os treinadores iniciantes (novatos) possuem menos que trés anos de
experiéncia profissional e centram mais a sua preocupagdo no comportamento
dos praticantes do que na transmissio de conhecimento (Jiménez, Lorenzo,
& Ibafez, 2009). Com a experiéncia, os treinadores adquirem competéncias
que lhes permite reduzir o tempo despendido em tarefas nao relacionadas
com o treino, possibilitando-lhes mais tempo para incrementar a performance
dos praticantes. Assim, o treinador competente é descrito quando utiliza a
experiéncia anterior para resolver novos problemas e/ou situages (Jiménez

et al., 2009).

Em jogos desportivos coletivos, foi possivel verificar que os treinadores peritos

enfatizam a instrugao tdtica, seguido da instrugao geral e da instrugao técnica
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medindo a duragio e frequéncia das mesmas ao longo da pratica (Horton,
Baker, & Deakin, 2005). O recurso ao elogio e ao encorajamento ¢ igualmente
bastante utilizado apesar da sua reduzida dura¢io (Wiman, Salmoni, & Hall,
2010). Intervengdes de repreensdo, critica ou punigio nio-verbal foram os
comportamentos menos utilizados pelos treinadores analisados (Horton et
al., 2005). No entanto, apesar da caracterizagio das agoes dos treinadores
peritos, a forma de como o seu nivel foi alcancado no processo de evolugio é

reduzidamente debatido.

De facto, considerar o treinador perito é muito mais do que o considerar um
treinador com experiéncia. Apesar da relevante importincia da experiéncia
no processo de atribuicio de significado ao conhecimento e a capacidade de
desenvolver e refinar o processo de treino, importa considerar distintos fatores
para determinar o treinador de perito. Assim, por outras palavras a defini¢io
de perito e, a seleco dos técnicos especializados deve ter em conta fatores
como a experiéncia cognitiva do treinador e a capacidade de interpretar e

explicar processos e conhecimentos relacionados com a sua experiéncia (Nash,
Martindale, Collins, & Martindale, 2012).

Consequentemente, no ambito do plano de formagio curricular em
instituigdes de ensino superior, o tempo de pritica em qualidade promovida
pelo refinamento das experiéncias e evolugio dos métodos de treino é um
fator impreterivelmente determinante para o sucesso e desenvolvimento do
treinador em formagio (Cushion ez 4/, 2003). Para o efeito, é importante
um corpo de conhecimento ajustivel que produza esquemas mentais tendo
como base o que o treinador percebe, produz e avalia da sua prética. Esses
esquemas mentais, muitas vezes criados de forma auténoma e inconsciente sao
produto das experiéncias acumuladas e dos constrangimentos e possibilidades
relativos ao contexto em que desenvolve a sua pratica (Wacquant, 1995).
Desta forma, esta pratica inconsciente de esquemas mentais que otimizam o
processo de planeamento, implementagio e avaliagao do treino representam
um fator mutdvel e pessoal de cada treinador, dependendo da sua histéria e

interpretagio social dos eventos (Cushion ez al., 2003).
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No 4mbito do enquadramento do ser e formar treinadores, parece evidente que
o tempo de exposi¢ao dos estudantes de graduagao de Ciéncias do Desporto a
situages enriquecedoras de aplicagio dos conhecimentos tedricos na pratica
é reduzida. Adicionalmente, em muitas ocasides o ensino de modalidades
coletivas de invasio ainda persiste em modelos tradicionais com estilos de
ensino centrados no professor, onde os estudantes assumem a posicio de
praticantes e ndo a de potenciais técnicos desportivos. Assim, novos modelos
de ensino de estudantes de graduagio afiguram-se necessdrios, apesar de na

literatura nao existirem casos destacados de modelos para tal finalidade.

No caso do modelo de educacao desportiva (Sport Education Model), existe
uma aproximagio da vivéncia de experiéncias desportivas mas no 4mbito do
ensino da educagio fisica. Tendo a origem do modelo resultado do trabalho
desenvolvido por Siedentop, importa destacar que 0 mesmo se assume como
um modelo curricular e de ensino desenvolvido para programas de educagio
fisica escolar (Siedentop, 1994). Este modelo alternativo enfatiza a relevincia
de um ensino desportivo através do conhecimento préprio do que é o jogo
¢ das suas mais diversas componentes associadas (Siedentop, 1994). No
modelo, os estudantes no s6 aprendem de forma mais completa e entusiasta
como também coordenam e geram a sua experiéncia desportiva. Igualmente,
também aprendem a responsabilizar-se e adquirem competéncias de trabalho

em grupo.

Partindo da base do modelo de Siedentop, o presente artigo teve como objetivo
divulgar os resultados obtidos da constitui¢do de um modelo de formagao
de técnicos desportivos no 4mbito dos jogos desportivos coletivos, onde os
estudantes assumem distintos papéis associados a sua profissionalizagio e a
aplicagio dos conhecimentos teéricos em situagoes de ensino-aprendizagem.
Adicionalmente, o presente modelo teve como objetivo promover o
relacionamento interpessoal constituindo equipas de trabalho com papéis
distintos no sentido de alcangar o objetivo comum, a otimizagao do processo

de treino.



Metodologia

Participantes

Participaram no presente estudo 33 estudantes (22 do sexo masculino,
20 + 1,9; 11 do sexo feminino, 19 + 0,8) do curso de Desporto da Escola
Superior de Educagio de Coimbra. Os estudantes participaram em 8 sessoes
experimentais do modelo multidisciplinar em que, em cada sessao, o tempo
total de intervencio foi de aproximadamente 90 minutos. Os estudantes foram
devidamente informados sobre a sua participagio no estudo consentindo,

voluntariamente, a recolha de dados para realizagao do presente artigo.

Organizagio do modelo

O modelo de intervengio consistiu em distribuir diferentes tarefas e papéis
aos estudantes criando situagoes de ensino-aprendizagem e cooperagio entre
membros da equipa técnica. Os estudantes foram agrupados, aleatoriamente
¢ de forma equitativa, em 8 grupos. Cada grupo teve 5 fungoes a saber: 7)
grupos em prética (assumiram o papel de praticantes, sendo responsaveis pelo
comprometimento com a tarefa); i) grupo a treinar (planeando e aplicando
uma sessdo de treino de 60 minutos com fase preparatdria, fase fundamental
e retorno a calma); 7i7) grupo a analisar (responsdvel por utilizar ferramentas
de andlise de jogo que permitiram avaliar o desempenho individual e coletivo
dos praticantes); i) grupo a controlar (responsdvel por monitorizar a
frequéncia cardfaca e volume de carga dos praticantes, utilizando o POLAR
TEAM APP com 10 sensores); ) grupo a entrevistar (responsivel por
entrevistar os praticantes no término da sessao utilizando, para tal, entrevistas

semiestruturadas focando-se na qualidade dos exercicios propostos).

Para todos os grupos encarregues de intervir como membros do staff técnico,
procedeu-se ao seu acompanhamento no dia anterior a intervengao, procurando

dissipar questdes e providenciar a informacio necessdria a utilizagio dos
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materiais. As sessoes decorreram ao longo de um periodo de 8 semanas, com
uma sessao em cada. Os grupos, numerados de 1 a 8, foram distribuidos ao

longo do tempo pelos diferentes papéis.

O plano de rotagdo foi providenciado numa sessao inicial de explicagio do
modelo. Na referida sessao foram ainda constituidos os grupos de trabalho,
os critérios de éxito, as ponderagoes avaliativas. Em periodos intermédios,
foram ainda disponibilizadas sessdes adicionais em formato de workshop para
a aprendizagem da manipulagio dos distintos instrumentos de avaliagio e
monitorizagdo, bem como, associados ao plano diddtico e metodolégico
do planeamento. Em casos pontuais os workshops foram ministrados por
docentes em missio ERASMUS. Para cada sessao foram previamente definidos

os contetdos taticos de treino, bem como, os niveis de exigéncia fisiolégica..

Implementagio do modelo

Como referido anteriormente, os processos associados as diferentes tarefas
foram executados durante os momentos de intervengio. As sessoes pratica
decorreram no campo de futebol de onze relvado e com os equipamentos
necessdrios A prdtica. Apds equipas, os grupos de “praticantes’, foram
imediatamente intervencionados pelo grupo “controlar”, encarregues de inserir

os dados de cada praticante no POLAR TEAM APP e sincronizar o sensor

(cardiofrequencimetro) com o praticante.

Durante o perfodo de sincronizagao dos cardiofrequencimetros, os grupos “a
analisar” e “a treinar” encarregavam-se de preparar o processo interventivo.
Importa realgar que, os grupos pertencentes ao staff, trabalhavam em cooperagao
integrando informagbes e partilhando-as de forma a otimizar o processo de
pratica. Em casos concretos, o grupo “a treinar” partilhava o plano de treino
e a intensidade desejada com o grupo “a controlar”. Este dltimo grupo, ao

monitorizar a frequéncia cardiaca, encarregava-se de verificar se as intensidades
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atingidas pelos praticantes eram condizentes com o planeado. Em casos de
valores acima ou abaixo do planeado, o grupo “a controlar” encarregava-se
de informar de imediato o grupo “a treinar” de forma a estes procederem ao

ajustamento da tarefa e/ou do feedback ou instrugoes aos praticantes.

O grupo “a analisar” focou-se em utilizar processos de observagio de jogo a
partir de filmagens no sentido de identificar o comportamento técnico/tético
dos praticantes. Adicionalmente, o grupo “a entrevistar” encarregou-se por,
apds a intervencio, proceder A entrevista dos praticantes com questdes por si
projetadas sobre a qualidade do processo de treino e o alcancar dos objetivos e

contetdos do treino.

Andlise Quantitativa

Durante o processo interventivo procedeu-se a recolha de varidveis fisiolégicas
(frequéncia cardiaca) e técnicas (volume de jogo, indice de eficiéncia e
pontuagio da performance) no caso dos praticantes. A frequéncia cardiaca
foi mensurada através do recurso a cardiofrequencimetros (modelo H7 heart
rate sensor, Polar, Finland) com frequéncia de amostragem de 1 segundo.
A intensidade de pritica foi monitorizado instantaneamente através da
visualizagio da percentagem de frequéncia cardfaca mdxima (%FCmax) no
iPad com a aplicagio POLAR TEAM APP. Tal visualizagio disponibiliza a
frequéncia cardiaca de todos os praticantes num tnico ecra, como verificivel

na Figura 1.
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Figura 1. Visualizagio da monitorizagio

da frequéncia cardiaca dos praticantes
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No caso da andlise de jogo, os observadores procederam a recolha de dados
do desempenho técnico dos praticantes durante as sessoes de treino. Para tal,
recorreram 3 utilizagdo do instrumento de observagio TSAP (Performance
Assessment in Team Spors) (Gréhaigne, Godbout, & Bouthier, 1997). Do
registo resultaram trés varidveis dependentes: 7) indice de volume de jogo;
if) indice de eficiéncia; e 7i7) pontuagio da performance. A observacio das

gravagdes procedeu-se recorrendo ao soffware VirtualDub.

Anélise Qualitativa

Como forma de analisar o processo de percep¢ao dos praticantes no que se refere
a qualidade das tarefas, adequabilidade, intensidade e contetidos promovidos
pelos treinadores, procedeu-se a realizagio de entrevistas semiestruturadas
(Berg, 2007). As questoes de base foram estipuladas pelo grupo “a entrevistar”
considerando os topicos de interesse para a entrevista. A entrevista aos
praticantes ¢ aos treinadores decorreram imediatamente apds o término da
sessdo. Para o efeito, os estudantes utilizaram cAmaras digitais de filmagem,
bem como, gravadores de voz. O tratamento da informagio transcrita pelos
estudantes, foi realizada posteriormente. Na comparagio entre entrevistas aos

distintos praticantes e treinadores, recolheram-se as afirmagdes convergentes.

Adicionalmente, no término do programa de intervengdo, aplicaram-se as
seguintes questdes aos estudantes: 1. em comparagio com modelos regulares
de ensino de desportos coletivos (professor leciona e estudantes praticam),
quais as vantagens ¢ desvantagens do modelo de ensino integrado adotado em
Desportos Coletivos II? 2. De que forma considera que os diferentes papéis
¢ tarefas assumidas durante o modelo podem interessar para o seu percurso
formativo? 3. Sugira alteragdes a0 modelo, nomeadamente, na insercio ou

remogio de papéis e tarefas a assumir.



Procedimentos Estatisticos

As relagbes entre as varidveis de intensidade de pratica (%FCmax planeada;
9%FCmax praticantes; PSE — percep¢ao subjetiva de esforco) foram investigadas
utilizando o teste de coeficiente 7 de Pearson. Confirmados os pressupostos da
normalidade e homogeneidade da amostra, procedeu-se 4 aplicagio do teste
estatistico tendo os seus valores correlagio sido classificados como (Hopkins,
Hopkins, & Glass, 1996): muito fraca, 0-0,1; fraca, 0,1-0,3; moderada, 0,3-
0,5; forte, 0,5-0,7; muito forte, 0,7-0,9; quase perfeita, 0,9-1; e perfeita, 1.

Para avaliar se o tipo de treino (RAA — Resisténcia Anaerdbia Aldtica; RAL —
Resisténcia Anaerdbia Ldtica; RA — Resisténcia aer6bia) e os formatos de jogo
(Ivl, 2v2, 3v3 e 4v4) afetavam significativamente os valores de volume de
jogo, indice de eficiéncia e pontuagio da performance recorreu-se 8 MANOVA
multivariada do teste post-hoc Bonferroni (Maroco, 2012). A dimensao do efeito
(partial eta square) foi classificado da seguinte forma (Pierce, Block, & Aguinis,
2004): pequeno, 0,14-0,36; moderado, 0,37-0,50; forte, 0,51-1 Todos os
testes estatisticos foram executados com o soffware SPSS Statistics (versio 22,

IBM SPSS, Chicago, IL) para um p-value < 0,05.

Resultados

A presente secgdo de resultados foi agrupada em trés categorias de andlise: 7)
intensidade do estimulo de treino; 77) exercitagao técnico/tética; e 7iz) destaques

das entrevistas.

Intensidade do estimulo

Andlise Quantitativa

Os valores médios atingidos pelos jogadores possibilitaram identificar a
intensidade de pratica em cada fase da sessao. Todos os valores encontram-se

descritos na seguinte tabela 1.
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Tabela 1. Estatistica descritiva (média + desvio-padrio) dos valores de intensidade em cada

sessdo de pritica

SP1- SP2- SP3- SP 4 - SP5- SP6- SP7- SP8-
RAA RAA RAL RAL RA RA RA RA

Preparatéria 65+ 0,0 65+0,0 65+0,0 65+0,0 60 +0,0 60 + 0,0 60 +0,0 60 £ 0,0

Planeamento

(%FCmax)*  Fundamenal 90200 90:00 85:00 85:00 80£00 8000  80£00  80%00

Retorno 3 55400 55+0,0 5500 55+0,0 5000  50+00 5000 5000
Calma

Preparatéria 7634 73:25 78+2,8  69+31 6642 70+ 3,7 64+2,6 65+2,9

Fundamental 93+43 91+46 89+38 9l+44 86:3,6 87 £4,6 83+4,9 8437

9%FCmax
Retorno 3 67+27 6431 6526 62:39 6429  58%48  56£33  57:26
Calma
Preparatéria 14£09 1511 13+0,7 14+£0,6 13+04 14+ 0,6 12+03 12+ 0,4
PSE (0-20) Fundamental 1906 18+1,3 18+12 1708 15+0,9 16+ 1,4 15+ 1,1 1509
Retorno & 12:06 11:03 10£08 11£08 11+11  10:08 8x1.2 9+ 14
Calma

* No planeamento (associado ao valor estimado dos treinadores) apenas existiu um valor conferido, logo nio existem valores médios ¢
desvios-padrio

A partir dos testes de correlago entre varidveis de FC e PSE foi possivel verificar
correlagdes muito fortes, no tipo de treino RAA, entre as varidveis FCPlan e
FCpra (r = 0,991; p-value = 0,001), PCplan e PSEpra (r = 0,973; p-value =
0,001) e FCpra e PSEpra (r = 0,978; p-value = 0,001). No tipo de treino RAL
verificaram-se, igualmente, correlagoes muito fortes entre as varidveis FCPlan
¢ FCpra (r = 0,968; p-value = 0,001), PCplan e PSEpra (r = 0,979; p-value =
0,001) e FCpra e PSEpra (r = 0,917; p-value = 0,010). No tipo de treino RA
verificaram-se correlagdes muito fortes entre as varidveis FCPlan e FCpra (r =
0,976; p-value = 0,001), PCplan e PSEpra (r = 0,909; p-value = 0,001) e FCpra
¢ PSEpra (r = 0,938; p-value = 0,001).

Na andlise entre fases do treino, a partir dos testes de correlagio entre varidveis
de FC e PSE foi possivel verificar correlagoes muito fortes, na fase de treino
preparatéria, entre as varidveis FCPlan e FCpra (r = 0,802; p-value = 0,017)
e correlagdes fortes entre as varidveis PCplan e PSEpra (r = 0,630; p-value =
0,094) e FCpra e PSEpra (r = 0,564; p-value = 0,146). Na fase fundamental

verificaram-se correlagdes muito fortes entre as varidveis FCPlan ¢ FCpra (r
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= 0,899; p-value = 0,002), PCplan e PSEpra (r = 0,933; p-value = 0,001) e
FCpra e PSEpra (r = 0,922; p-value = 0,001). No retorno a calma verificaram-se
correlagoes muito fortes entre as varidveis FCPlan e FCpra (r = 0,749; p-value =
0,032) e FCpra e PSEpra (r = 0,862; p-value = 0,006) e correlagoes fortes entre
as varidveis PCplan e PSEpra (r = 0,626; p-value = 0,097).

Exercitagio Técnica/tatica

Anélise Quantitativa

Através da aplicacio da multivariate MANOVA no cruzamento entre
fatores tipo de treino e formato de jogo verificou-se a ndo existéncia de
diferencas estatisticamente significativas no compdsito (agregado de varidveis
dependentes) multivariado das varidveis dependentes (Maior Raiz de Roy =
0,001; F = 0,001; p-value = 1,000; n? = 0,001; Dimensio do Efeito Muito
Fraco). Face aos resultados obtidos, procedeu-se a execugio de duass MANOVA

one-way para cada varidvel independente.

Na andlise da varidncia efetuada para o fator tipo de treino, verificaram-se
diferencas estatisticamente significativas nas varidveis dependentes de volume
de jogo (F = 9,805; p-value = 0,019; nPZ = 0,797; Dimensio do Efeito Muito
Forte) e pontuagio da performance (F = 34,441; p-value = 0,001; np2 =0,932;
Dimensio do Efeito Muito Forte). No se verificaram diferengas estatisticamente
significativas entre tipos de treino na varidvel dependente de indice de eficiéncia
(F=0,418; p-value = 0,679; npz = 0,143; Dimensio do Eféito Fraco). Os valores

de post hoc podem ser verificados na tabela 2.

Na andlise da varidncia efetuada para o fator formato de jogo, verificaram-se
diferencas estatisticamente significativas nas varidveis dependentes de volume
de jogo (F = 10,181; p-value = 0,024; npz = 0,884; Dimensio do Efeito Muito
Forte) e pontuacio da performance (F= 19,518; p-value = 0,008; n.? = 0,936;
Dimensio do Efeito Muito Forte). Nao se verificaram diferencas estatisticamente

significativas entre tipos de treino na varidvel dependente de indice de eficiéncia
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Tabela 2. Andlise descritiva (média + desvio-padrio) e valores de post

hoc entre tipos de treino nas varidveis dependentes de eficdcia técnica

RAA RAL RA
Volume de Jogo 18,28 + 1,32¢ 16,34 + 0,59 13,82 + 1,30°
Indice de Eficiéncia 0,40 + 0,13 0,19 + 0,05 0,26 + 0,30
Pontuagio da Performance 12,91 + 0,46 9,49 + 1,63 6,79 + 0,51*"

Diferenca estatisticamente significativa na compara¢io comRAA’; RALP; e RA® para
um p<0.05

(F=1,130; p-value = 0,437; n ? = 0,459; Dimensio do Efeito Forte). Os valores

de post hoc podem ser verificados na seguinte tabela 3

Tabela 3. Andlise descritiva (média + desvio-padrio) e valores de post hoc entre

tipos de treino nas varidveis dependentes de eficdcia técnica

vl 2v2 3v3 4v4
Volume de Jogo 18,28 + 1,324 16,34 + 0,59 14,70 + 0,54 12,94 + 1,30
Indice de Eficiéncia 0,40+ 0,13 0,19 £ 0,05 0,10 + 0,01 0,43 + 0,40

Pontuagao da Performance 12,91 £ 0,46%¢ 9,49 £ 1,63*  7,01+0,17° 6,56 + 0,75

Diferenca estatisticamente significativa na comparagio com1v1 2v2"; 3v3¢ e 4v4! para um p<0.05

Destaques das entrevistas

No decorrer da implementagio do modelo, procedeu-se a realizagao e aplicagio
de um questiondrio aos estudantes no sentido de percepcionar o nivel de

adequabilidade do ensino as suas expectativas académicas e profissionais.

No que se refere as respostas providenciadas & questao 1, seguem-se alguns

exemplos da percepgio dos estudantes:

A nivel de desvantagens nio consigo encontrar muitas porque este modelo
promove a aprendizagem mais ficil da modalidade, e das competéncias que
temos de atuar. Consegue-nos colocar num dmbito mais de prdtica e mais
ligado ao dmbito de trabalho. Promove a pesquisa prévia para poder ensinar,
entrevistar, analisar, controlar, e poder praticar com mais técnica, conhecimento

e ajuda.



De facto, a pesquisa de métodos de trabalho e a capacidade de gerir o plano
de intervengio, assume-se como um fator diferenciador e com regularidade

nomeado pelos estudantes:

As vantagens deste modelo sio que os alunos conseguem ter um contacto mais
proximo no que diz respeito a planeamento e execugdo do treino, tanto a nivel
de observagies, planos de treino, entrevistas pds-treino e medigées de frequéncias

cardiacas.

No dmbito das respostas dos estudantes a segunda questdo, seguem-se algumas

das respostas:

Estes diferentes papéis assumidos durante o modelo, podem beneficiar para o meu
percurso formativo, de forma a ew ganbar experiéncia em planear e dar uma
aula, 0 que me vai ajudar bastante pois quero seguir treino de alto rendimento.
Desta mancira, acho que este modelo é uma mais valia para o meu percurso
Jormativo pois ajuda a trabalhar e ter a percepgio das tarefas de um treinador/

professor, 0 que é, 0 que ew quero seguir futuramente.

De facto, o assumir de papéis e tarefas associadas ao treino desportivo,
planeamento e avaliagio assumem-se como destaques comuns as percepgdes

dos estudantes:

E bastante interessante poder passar por varias fungies que ndio iriamos ter
oportunidade de experimentar. Ajuda nos a perceber o papel de cada fungio

assim como nos ajuda a decidir o futuro.

No que se refere as sugestoes de melhoria, a remogao do papel de entrevistador

¢ destacado na maioria das respostas:

Acho que a tarefa de entrevistar nio é muito relevante para a maioria dos alunos

porque ndo incide muito nos objectivos dos mesmos.
Outras respostas similares podem ser verificadas de seguida:

Relativamente a este modelo, acho que um dos papéis menos importantes, é o da
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entrevista, pois as respostas sio demasiado rdpidas e curtas por parte dos

praticantes o que ndio beneficia os jornalistas.

Para além do destaque dos possiveis papéis a substituir, verificaram-se sugestoes

associadas A insercdo de novas tarefas:

Unm dos papéis a inserir podia ser o de preparador fisico, de modo a que houvesse
uns treinadores responsdveis pela parte técnica e tdtica da aula, e outros pela

parte fisica.

Discussio e Conclusio

Uma das principais tarefas impostas aos treinadores neste estudo piloto foi
a de, seguindo as orientagdes metodoldgicas, planear as sessdes de treino
de acordo com os contetidos e objetivos previamente definidos. A partir da
andlise quantitativa efetuada através da monitorizagdo da frequéncia cardiaca
e percep¢ao subjetiva de esforco, verificou-se que ambos os instrumentos se
revelam fortemente associados, servindo de instrumentos vélidos para ajustar
os exercicios de treino (Coutts, Rampinini, Marcora, Castagna, & Impellizzeri,
2009). Adicionalmente, verificaram-se valores muito fortes de correlagio entre
o planeamento e estimativa de intensidade de pratica sugerida pelos treinadores
¢ os valores alcancados e percepcionados pelos praticantes. Tais resultados
evidenciam a capacidade dos estudantes “treinadores” identificarem os jogos
e tarefas mais apropriadas para aumentar a intensidade dos praticantes, indo
a0 encontro da capacidade evidenciada por treinadores experientes no futebol.
O alcancar dos objetivos definidos para a intensidade poder-se-do justificar
pelo acompanhamento em tempo real do perfil de intensidade dos praticantes,

considerando alguns comentérios a propésito:

O POLAR TEAM e os nossos colegas do controlo ajudaram-nos a verificar se os
Jogadores estavam no nivel que queriamos. Quando néo estavam na intensidade

planeada muddmos a tarefa e resultou logo!

Para além do comentdrio sobre a utilidade da monitorizagio para o ajustamento
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das tarefas propostas, outro grupo de treinadores destacou a utilidade do

instrumento para aumentar o0 encorajamento:

Quando os nossos jogadores ndo estavam com a frequéncia cardiaca que
pretendiamos, bastava awmentar o encorajamento individual para a intensidade

disparar.

Importa realgar que o fator de encorajamento encontra-se associado ao
aumento da intensidade de prética, tal como reportado pela literatura em jogos
reduzidos no futebol (Coutts ez al, 2009). Esta opgio pedagdgica foi reforcada
pela informagio instantinea providenciada pelos sistemas de monitorizagio.
Ainda no que se refere 3 avaliagio, a identificacio do nivel de eficiéncia técnica
potenciou igualmente a compreensio sobre os efeitos de diferentes jogos
reduzidos no desempenho e aperfeicoamento de comportamentos tdticos
e agdes técnicas. Tais ajustamentos decorreram da capacidade de identificar
os principais constrangimentos da tarefa que potenciam o desenvolvimento
dos contetidos definidos (Clemente, 2012). No fundo, os estudantes
foram conduzidos pelos sistemas de informagao a utilizarem os principios
pedagdgicos para o desenvolvimento de jogos reduzidos e condicionados, tal

como expectivel em treinadores profissionais (Tan, Chow, & Davids, 2012).

Para além da manifestagio regular dos estudantes sobre a aplicabilidade do
modelo e vantagens curriculares do mesmo, destacaram-se ainda as mengoes

a0 plano motivacional:

Desta forma é muito mais interessante porque aqui somos nés que aprendemos
por nds prdprios. O professor apenas nos orienta! Para além disso, o facto de nio
56 a minha qualidade técnica e tatica determinarem a minha avaliagio é muito
mais motivador. Desta forma, posso mostrar que apesar de ndo se perita na

pritica, posso ser bastante profissional enquanto técnica!

Apesar de nao existirem estudos comparativos para o presente modelo, o facto ¢
que em estudos que avaliaram a motivagao dos praticantes no modelo do Sporzs

Education foi possivel identificar um aumento no prazer pela pritica, maior
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indices motivacionais ou aumento do conhecimento titico (Clarke & Quill,
2003; Wallhead & Ntoumanis, 2004). De facto, para além do contexto de

comprometimento pela prética, importa realcar que os modelos de participagio

inclusivos e baseados em estilos de ensino de produgio, auxiliam na fidelizagdo

dos estudantes pela prdtica regular e assidua (Wallhead & O’sullivan, 2005).

No presente modelo de ensino foi notério o acréscimo do relacionamento

interpessoal, fruto da necessidade de a equipa técnica (composta por diferentes

grupos) cooperar para um objetivo comum. Tal estratégia potenciou as vias

de comunicagio, trabalho cooperativo e comprometimento com um projeto

comum. Tal facto é verificdvel pela seguinte resposta de um dos estudantes:

Tinhamos que estar sempre em contacto uns com os outros porque o trabalho
de um dependia do dos outros. Eu como treinador tive que estar sempre ‘em
cima” dos analistas para saber se as minbas tarefas estavam a corresponder ao

planeamento.

De facto a cooperagio exigida, a semelhanca do modelo Sports Education,

regista o acréscimo de comunicagio entre companheiros, apara além do

entusiasmo resultante da autonomia nas tomadas de decisao partilhadas e o
assumir de papéis de lideranca (Wallhead & Ntoumanis, 2004).

Sumariamente, o presente modelo de ensino baseado em estilos de ensino

de produgio, configura uma forma partilhada de aplicar conhecimentos

tedricos em processos de ensino-aprendizagem controlados e devidamente

orientados. A partir dos workshops providenciados os estudantes adquiriram

as bases necessdrias a instrumentalizagio dos matérias de avaliagdo, controlo

e monitorizagio, bem como, se apropriaram das orientagdes necessarias para

a execugdo de planos de treino ajustados aos contetidos definidos. O assumir

de diferentes papéis e fungbes propiciaram o envolvimento num sistema

cooperativo e a maximizaram a percep¢io de como profissionalmente serd

possivel construir equipas de trabalho multifacetadas e muldidisciplinares que

desenvolvem tarefas diferentes tendo um objetivo comum. Como fatores a

corrigir em futuras aplicagdes do modelo, os estudantes identificaram o facto
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de os grupos carecerem de maior distribuico equitativa entre géneros visto o
presente modelo ter concedido liberdade para os estudantes se organizarem
autonomamente pelos grupos. Igualmente, realgou-se que em futuros modelos
serd relevante adicionar maior carga letiva e instrumentos complementares
de monitorizagio como GPS (Global Positioning System) e acelerémetros.
Igualmente, foi sugerida a criagio de uma plataforma informdtica de partilha
de documentagio bibliogrifica associada ao planeamento metodolégico e

monitorizacao.

Agradecimentos

Este estudo foi realizado no Ambito do financiamento FCT 43/1D/2014.



Uma abordagem multidisciplinar ... | F. Clemente, E Martins & R. Mendes

Referéncias

Berg, B. L. (2007). Qualitative research methods for the social sciences. Boston,
USA: Pearson & Allyn Bacon.

Clarke, G., & Quill, M. (2003). Researching Sport Education in Action: A
Case Study. European Physical Education Review, 9(3), 253-266.

Clemente, E M. (2012). Principios pedagdgicos dos teaching games for

understanding e da pedagogia nio-linear no ensino da educagio fisica.

Movimento, 18(2), 315-335.

Coutts, A. J., Rampinini, E., Marcora, S. M., Castagna, C., & Impellizzeri,

E M. (2009). Heart rate and blood lactate correlates of perceived exertion

during small-sided soccer games. Journal of Science and Medicine in Sport /
Sports Medicine Australia, 12(1), 79-84.

Cushion, C. J., Armour, K. M., & L, J. R. (2003). Coach education and
continuing professional deevelopment: Experience and learning to coach.
Quest, 55, 215-230.

Gréhaigne, J. F, Godbout, P, & Bouthier, D. (1997). Performance assessment
in team sports. Journal of Teaching in Physical Education, 16, 500-516.

Hopkins, K. D., Hopkins, B. R., & Glass, G. V. (1996). Basic statistics for the

behavioral sciences. Boston: Allyn and Bacon.

Horton, S., Baker, J., & Deakin, J. (2005). Expert in action: A systematic
observation of 5 national team coaches. International Journal of Sport

Psychology, 36(4), 299-319.

Impellizzeri, E M., Rampinini, E., & Marcora, S. M. (2005). Physiological

assessment of aerobic training in soccer. Journal of Sports Sciences, 23(6), 583-92.

Jiménez, S., Lorenzo, A., & Ibafiez, S. J. (2009). Development of Expertise in
Spanish Elite Basketball Coaches. RICYDE. Revista Internacional de Ciencias
Del Deporte, 5(17), 19-32.

77 |



Maroco, J. (2012). Andlise Estatistica com utilizagio do SPSS [Statistical analysis
with SPSS]. Lisbon, Portugal: Edigoes Silabo.

Nash, C., Martindale, R., Collins, D., & Martindale, A. (2012). Parameterising
expertise in coaching: Past, present and future. Journal of Sporss Sciences,

30(10), 985-994.

Papacharisis, V., Goudas, M., Danish, S. J., & Theodorakis, Y. (2005). The
Effectiveness of Teaching a Life Skills Program in a Sport Context. journal of
Applied Sport Psychology, 17(3), 247-254.

Pierce, C. A, Block, R. A., & Aguinis, H. (2004). Cautionary Note
on Reporting Eta-Squared Values from Multifactor ANOVA Designs.
Educational and Psychological Measurement, 64(6), 916-924.

Schempp, P, McCullick, B., & Mason, I. (2006). The development of expert
coaching. In R. Jones (Ed.), The sports coach as educator: Reconceptualising
sports coaching (pp. 145-161). London, UK: Routledge.

Siedentop, D. (1994). Sport education: Quality PE through positive sport
experiences. Champaign, IL, USA: Human Kinetics Publishers.

Tan, C. W. K., Chow, J. Y., & Davids, K. (2012). “How does TGfU work?”:
examining the relationship between learning design in TGfU and a nonlinear

pedagogy. Physical Education and Sport Pedagogy, 17(4), 331-348.

Wacquant, L. (1995). Pugs at work: Bodily capital and bodily labour among
professional boxers. Body and Society, 1(1), 65-89.

Wallhead, T. L., & Ntoumanis, N. (2004). Effects of a Sport Education
Intervention on Students’ Motivational Responses in Physical Education.

Journal of Teaching in Physical Education, 23, 4-18.

Wiman, M., Salmoni, A., & Hall, C. (2010). An examination of the definition
and development of expert coaching. International Journal of Coaching Science,

4(2), 37-60.

| 78



Uma abordagem multidisciplinar ... | F. Clemente, E Martins & R. Mendes












Artigo integrado na
Parte 2 "Dominio das Ciéncias Agrérias e Alimentares"
da publicacio.

Péginas do artigo
83a109

Titulo da Publicagao
Ciéncias Aplicadas: Coletanea de Estudos

Coordenagao
Susana Gongalves, Helena Almeida, Paula Fonseca, Candida Malga,
Fatima Neves, Carlos Dias Pereira e Marco Veloso

Data de publicagao
Fevereiro de 2017

Editor

CINEP/IPC

ISBN (impresso) 978-989-99463-0-9
ISBN(ebook) 978-989-99463-1-6



Nota biogréfica

Filipa Carvalho

Licenciada em Biotecnologia pela Escola Superior Agréria de Coimbra (2013). Estudante de
Mestrado em Ciéncias do Consumo e Nutrigio na Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto (2015-2017). Destaca-se a participagio no projeto de Investigagio ¢ Empreendedorismo
"Aplicacio do tomilho bela-luz na produgio bioldgica de queijo: os beneficios da redugio do teor
de sal e da eliminacio de produtos quimicos durante o processo de cura” ¢, a participagio em

comunicagdes cientificas visando a divulgacio do mesmo.

Ana Rodrigues

Licenciada em Biotecnologia em 2013 na Escola Superior Agrdria de Coimbra, Instituto
Politécnico de Coimbra. Entre 2014 e 2015 foi promotora de um projeto de investigagio,
desenvolvimento e inovagio que visou o estudo das propriedades do tomilho bela-luz e
a sua aplicagio na produgio bioldgica de queijo, no Ambito do programa Passaporte para o
Empreendedorismo. Atualmente frequenta o curso de Mestrado em Inovagio e Qualidade na
Produgio Alimentar na Escola Superior Agréria de Castelo Branco, Instituto Politécnico de
Castelo Branco.

David Gomes

Professor Adjunto convidado do Instituto Politécnico de Coimbra, Departamento de Ciéncias
¢ Tecnologia Alimentar da Escola Superior Agraria. Tem colaborado na lecionagio das unidades
curriculares Oficinas Tecnoldgicas de Processamento de Licteos, Introdugio & Tecnologia
Alimentar e Embalagens de Produtos Alimentares. Mestre em Agropecudria (2009) e Especialista
em Industrias Alimentares (2015) é responsdvel pela Oficina Tecnoldgica de Lacticinios (OTL).
Tem participado em diversos trabalhos de investigagio e determinagdes especificas com cardcter
experimental, desenvolvidas na OTL e em laboratério. D4 apoio a empresas do sector de

lacticinios, através de protocolos e parcerias estabelecidas com a ESAC.



Marta Henriques

Doutorada em Engenharia Quimica na especialidade de Processos Quimicos pela Universidade
de Coimbra, ¢ mestre em Engenharia Bioquimica (2005) e licenciada em Engenharia Quimica
(2001). E Professora Adjunta no Politécnico de Coimbra, Departamento de Ciéndias e
Tecnologia Alimentar da ESAC, e coordenadora do Curso Técnico Superior Profissional em
Qualidade Alimentar. Leciona aos cursos de Licenciatura em Biotecnologia, Engenharia
Alimentar e Mestrado em Engenharia Alimentar.

E investigadora integrada no CERNAS/IPC, no grupo de Ciéncias ¢ Engenharia Alimentar, ¢
foca-se navalorizagio de subprodutos da indistria alimentar para o desenvolvimento de produtos
e processos inovadores tendo em vista a sustentabilidade industrial. Colaborou e coordenou
Vitios projetos nacionais ¢ internacionais de I&D. E autora e co-autora em 2 patentes, tendo

publicado diversos artigos e capitulos de livros em revistas e edigdes cientificas da especialidade.

Fernanda M. Ferreira

Licenciada em Bioquimica pela Universidade de Coimbra (1993). Pela mesma universidade obteve
ograude Mestre em Biologia Celular (1998) e de Doutor em Biologia (20006).

Iniciou a sua atividade profissional em 2005/2006 na Escola Superior Agréria de Coimbra, onde
atualmente ¢ Professor Adjunto. Tem lecionado unidades curriculares nas dreas da Biologia,
Fisiologia Celular e Bioenergética, Quimica Alimentar e Ecotoxicologia.Tem participado em
diversos trabalhos de investigagio, nas reas da Toxicologia Bioquimica, Bioenergética Mitocondrial,
aplicada também &s Plantas Aromdticas e Medicinais. Tem atualmente 29 publicagdes cientificas
em revistas internacionais da especialidade. E Tnvestigador no CITAB/UTAD.

Carlos Dias Pereira

Licenciado em Medicina Veterindria pela FMV/UTL (P), Mestre em ciéncias alimentares
pela Universidade de Reading (UK) e Doutor em Ciéncia e Engenharia dos Alimentos pela
Universidade de Santiago de Compostela (ES). Professor Coordenador na Escola Superior
Agréria de Coimbra e director do Instituto de Investigagio Aplicada do Politécnico de Coimbra.
Membro efectivo do Centro de Estudos dos Recursos Naturais Ambiente e Sociedade
(CERNAS). Desde 2003 coordenou diversos projectos de 1&D desenvolvidos na ESAC, bem

85 |



como projectos e parcerias no 4mbito da educagio/desenvolvimento a nivel internacional,
nomeadamente em paises da CPLP E autor/co-autor de 16 publicagdes em revistas
internacionais, de 4 capitulos de livros e de 5 livros. E também autor/co-autor de cerca de 80

comunicagdes em congressos internacionais, sob a forma de comunicagdes orais ou poster.



Ciéncias Aplicadas : Coletinea de Estudos

Desenvolvimento de Novos Produtos Naturais
a Base de Tomilho Bela-luz: um Projeto com
Reconhecido Interesse para a Industria
Alimentar e para o0 Consumidor

Filipa Carvalho, Ana Rodrigues, David Gomes, Marta

Henriques, Fernanda M. Ferreira & Carlos Dias Pereira

A crescente preocupagio da populagio com a qualidade e seguranca dos
alimentos, nomeadamente com a ingestao de aditivos alimentares que
possam causar efeitos nefastos no organismo e no ambiente, tem dinamizado
a procura de alternativas naturais e bioldgicas desses produtos. No caso
da produgio industrial de queijo recorre-se regularmente a utilizagio de
antibi6ticos (natamicina) ao longo do periodo de maturagio, de forma a
garantir o controlo do crescimento microbiano. Contudo, esta pritica nio
se revela eficaz para todos os tipos de microrganismos e a sua aplicagio nem

sempre ¢ feita nas concentragoes adequadas.

A utilizagio de plantas aromdticas na produgio artesanal de queijo nio é
algo determinantemente inovador, sendo j4 uma pratica comum em algumas
regides do pafs, mas com um cunho marcadamente empirico, numa perspetiva
etnobotanica e etnofarmacoldgica. Partindo do pressuposto que o uso empirico
destas espécies e os saberes e préticas a elas associadas foram ratificados e
confirmados ao longo de geragoes de consumidores, ¢ de considerar o seu

potencial fitoquimico, fitofarmacéutico e nutritivo (Fernandes, 2010).

Tem-se assistido a um crescente interesse no estudo das propriedades dos
compostos bioativos destas plantas, mais concretamente dos beneficios que
podem ter para a saide quando aplicados a alimentos. Neste contexto, o que
¢ efetivamente novidade e de grande interesse econdmico, industrial e social, é

a obtengao e o estudo dos principios ativos das ervas aromaticas e a validagao
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da sua eficiéncia quando aplicados na produgio de queijos, visando padroes

de qualidade e seguranga alimentar mais elevados.

Tomilho bela-luz

As espécies do género Thymus sio arbustos perenes herbdceos, utilizados
normalmente como especiarias e/ou plantas medicinais (Evans & Edward,
1998). O Thymus mastichina L. é uma planta da familia Labiatae, endémica da
Peninsula Ibérica. Em Portugal, esta espécie encontra-se distribuida por todo
0 pais, exceto nas regioes calcdrias, e a sua época de floragio ocorre entre abril

¢ junho (Franco, 1983).

E igualmente designado por Tomilho bela-luz ou “sal puro” e caracteriza-se
pela qualidade dos seus principios ativos (Gordo ez al., 2012), que para além
das suas vantagens culindrias, sio também excelentes antimicrobianos, anti-
inflamatérios e antioxidantes (Fraternale ez al, 2003). Essas propriedades
contribuem ndo s6 para melhorar as caracteristicas organoléticas dos produtos
alimentares onde sio aplicados, mas também para aumentar o seu periodo de
conservagdo. Na industria alimentar, a utilizagdo de antioxidantes ¢ jd uma
prdtica comum, e tem como objetivo a preven¢ao ou redugdo das reagoes de
oxidagio nos alimentos, de forma a garantir a qualidade alimentar por periodos
mais longos e aumentar o seu tempo de prateleira. Alguns desses antioxidantes
sintéticos tém sido alvo de discussao, nomeadamente no que respeita a sua
seguranca para o consumidor, refletindo a necessidade de se encontrarem

antioxidantes naturais com capacidade de os substituir (Delgado ez al., 2014).

Neste contexto, aliando os conhecimentos adquiridos por duas alunas ao longo
do percurso académico na licenciatura em biotecnologia, a experiéncia de um
grupo de docentes e técnicos qualificados em diversas dreas complementares,
da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Coimbra, foi constituida
uma equipa de trabalho focada no estudo do potencial antioxidante e
antimicrobiano do 7hymus mastichina L. e da possibilidade da sua aplicacio

na industria alimentar, mais concretamente no queijo curado. Pretendeu-se
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desenvolver produtos naturais a base desta planta aromdtica, que mantivessem
ou potenciassem as suas caracteristicas ¢ pudessem ser usados no aumento
do valor nutricional dos alimentos, ou no combate ao desenvolvimento

microbiano.

Desenvolvimento de novos produtos a base do Tomilho bela-luz

A primeira etapa do estudo proposto passou pela produgio de dois tipos de
extratos de 7. mastichina L. Submeteram-se 25 g da planta seca a processos de
extragio com 4gua (decocgdo) ou com etanol (maceragio), visando obter um
extrato aquoso e um extrato etandlico, respetivamente. No caso da preparagio
do extrato aquoso (EA), apés arrefecimento da solugio procedeu-se a sua
filtragdo sob vicuo, 2 liofilizagio do filtrado e armazenamento a -18 °C. Para
o extrato etandlico (EE), a solucio foi filtrada sob vdcuo e armazenada nas

mesmas condigoes.

Capacidade antioxidante dos extratos

A capacidade antioxidante de ambos os extratos (Tabela 1) foi avaliada por dois
métodos colorimétricos: o método DPPH, descrito por Sharma & Bhat (2009)
¢ o método ABTS, baseado na técnica descrita por Miller & Rice (1997).

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos presente no extrato aquoso (EA)
e no extrato etandlico (EE) de Thymus mastichina L. (*, ** p<0,001,

quando comparados com o controlo)

Método Extrato Aquoso (EA)  Extrato Etanélico (EE)
ABTS (IC50 pL mg") 16,8+3,2* 24,9+4,0
DPPH (IC50 pL mg") 38,6£1,2* 81,6+1,9
Fendis totais (nmol EAG mg") 257,0£23,5% 9,243,8

egundo esta metodologia, foi possivel verificar que o extrato aquoso desta
Segundo esta metodologia, f | verifi trat dest
planta aromdtica apresenta maior capacidade antioxidante (Singleton ez 4l

1999) que se traduz em menores valores pelos métodos ABTS e DPPH, e
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maior contetido em compostos fendlicos do que o extrato etandlico (Tabela 1).
Estes resultados permitem inferir que uma das mais-valias da introdugao do
extrato aquoso na industria alimentar, serd o seu contributo para o aumento do

valor nutricional e da capacidade antioxidante dos alimentos.

Extrato aquoso como substituto do sal do queijo curado

A denominagio empirica de “sal puro” atribuida a esta planta, reflete o seu
cardter de intensificador de sabor quando aplicado a alimentos. Neste sentido,
a possibilidade da redugio do teor de sal usado na confecio de produtos
alimentares pelo recurso ao extrato aquoso do Tomilho bela-luz, revelou-se
um desaflo extremamente interessante ¢ promissor, nao sé pela diminuicio
do contetido de NaCl, como também pelo aumento do valor nutricional do

alimento.

O queijo curado ¢ um alimento, que em geral, tem uma concentragio de sal
relativamente elevada, e por consequéncia a populagio que sofre de problemas

de hipertensio arterial vé-se limitada as possibilidades do seu consumo.

A influéncia da aplicagao de extratos de Tomilho bela-luz em queijo curado,
ndo tinha sido até aqui estudada, ndo permitindo prever quais as alteragoes
fisico-quimicas, nutricionais, e sobretudo organoléticas que ocorreriam no
produto. Neste sentido, foi necessdrio planear e desenvolver ensaios & escala
semi-industrial com o intuito de avaliar as caracteristicas do coadjuvante
proposto como antioxidante natural e substituto do sal usado no fabrico de

queijo, quando aplicado diretamente na coalhada.

Este estudo consistiu na confe¢io e comparagio de queijos curados produzidos
com extrato aquoso (0,15% m/m) e queijos com formulagio denominada
como tradicional. Avaliou-se em paralelo o processo de salga em salmoura, ou
salga por espalhamento de sal 4 superficie, resultando no final quatro variedades
de queijo: queijo com extrato aquoso com salga a superficie (EA.S); queijo com

extrato aquoso em salmoura (EA.SM); queijo tradicional com salga a superficie
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(T.S) e 0 queijo tradicional em salmoura (T.SM).

Os queijos curados de vaca (120 g) foram produzidos na Escola Superior
Agriria de Coimbra (ESAC) e usados como modelos para aplicagao do extrato
aquoso de Tomilho. O leite de vaca pasteurizado foi normalizado a 3,5 + 0,1%
de gordura. Apds coagulagio, a coalhada foi cortada com liras e realizou-se
um prévio dessoramento da massa. Nesta fase, diluiu-se o extrato aquoso de
Tomilho num pequeno volume de dgua, sendo de seguida adicionado a metade
da massa ¢ homogeneizado. Esta, por sua vez continuou o dessoramento em
moldes pldsticos durante 24 h, numa ciAmara refrigerada. No dia seguinte, um
lote de queijos foi desenformado e colocado em salmoura (com 19 °Baumé)
durante 10 min (metade do tempo requerido para o tamanho do queijo em
questio) de forma a tentar reduzir até 50% do sal presente no produto final.
Num lote distinto, a salga dos restantes queijos foi efetuada pelo espalhamento
de sal a superficie, controlando a sua quantidade de forma a reduzir novamente
50% do sal presente no produto final. Nos queijos com formulagio tradicional,
asalga em salmoura e por espalhamento a superficie foram realizadas de acordo
com o tempo em salmoura e percentagem de sal totais. ApSs confecio, todos

os queijos sofreram um processo de cura de 45 dias.

Avaliagio nutricional e fisico-quimica dos queijos

A avaliagio das caracteristicas nutricionais dos queijos decorreu no final do
processo de cura e consistiu na quantificagio da humidade, humidade isenta
de gordura (HIG), teor de gordura e teor de sal, (Figura 1a-c). As caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas foram a textura (Figura 1d), pH, acidez tituldvel, cor
(Tabela 2) e a atividade da 4gua (a ).

Analisando o grifico da Figura 1a) é possivel verificar que de um modo geral,
o método de salga ndo influenciou a percentagem de humidade nos queijos.
As amostras com EA apresentaram valores de humidade e humidade isenta de
gordura (HIG) ligeiramente menores, especialmente para o caso da variedade

EA.SM. Estes queijos, onde se associa a adi¢io de extrato aquoso de Tomilho
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com o método de salga por salmoura, serdo  partida um produto mais duro e
consequentemente menos amanteigado, comparativamente com os exemplares

produzidos de acordo com a formulagio convencional.

A quantidade de dgua retida na massa constitui também um fator importante
no processo de cura, no sabor e aroma do queijo bem como na sua conservago,
jd que, quanto maior o teor de humidade, mais rdpida serd a protedlise. Neste
caso, todos os queijos podem ser classificados em termos de consisténcia como
queijos de pasta semi-mole uma vez que apresentam valores de HIG entre 61

e 69% (NP 1598).
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Figura 1. Composicio e textura dos queijos ap6s 45 dias de cura (9,2+0,58 °C e 92,4+3,1%
HR): a) humidade e humidade isenta de gordura (HIG) (%); b) gordura (%); c) cloretos (%
NaCl) e d) dureza (g).

Relativamente ao teor de gordura (Figura 1b) verifica-se que, o método de salga
¢ o fator que mais influéncia exerce. No entanto, a presenca de EA de Tomilho
também provoca uma diminui¢io no teor de gordura nos queijos, o que pode

indicar que a concentragio de NaCl afeta a composicio fisico-quimica dos
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mesmos. Neste caso concreto, o espalhamento de sal & superficie e a utilizagio
de EA permitem obter queijos com menos 2% de matéria gorda. Deste modo,
asalga por salmoura apresenta-se como mais eficiente na remogio de humidade

do interior do queijo, obtendo-se um produto final mais denso.

A percentagem de sal (NaCl) dos queijos (Figura 1c) foi inferida através da
quantificagio de cloretos presentes nas amostras. E possivel verificar que os
queijos produzidos pela metodologia tradicional apresentam percentagens
de sédio semelhantes (= 3,2%). Isto comprova que independentemente do
método de salga utilizado, os queijos adquirem uma concentragio de sal
semelhante. Verifica-se também que a utilizagio do redutor de sal permite
diminuir essa concentragio, especialmente quando ¢ aplicado o método de
salga por espalhamento & superficie. Neste caso, regista-se uma redugio de
aproximadamente 12,5% do teor de sal nos queijos EA.S, em comparacio
com as amostras sujeitas a salmoura (EA.SM). Quando se recorre a0 método
de salmoura, e apesar de se ter reduzido o tempo previsto para metade do
que seria aplicado na salmoura tradicional (T.SM), nas amostras EA.SM
praticamente ndo se verifica uma redugio no teor de sal dos queijos. Neste
caso, ¢ possivel deduzir que a transferéncia do sal da salmoura para o queijo
acontece principalmente nos primeiros minutos de contacto, possivelmente
devido a pequena dimensdo dos queijos testados e  elevada concentragio da
salmoura inicial (19 ©B). Desta forma, seria recomendada a diminuigio dessa

concentragio inicial e simultaneamente a redugao do tempo de salga.

De forma a determinar dureza dos queijos, realizou-se a andlise do perfil de
textura (em inglés TPA) através do texturdmetro Stable Micro Systems Texture
Analyzer. O tratamento dos resultados foi realizado pelo Specific Expression PC
Software. A Figura 1d) mostra que ndo existem diferengas significativas na dureza
dos queijos com EA, independentemente do método de salga praticado, e que
estes apresentam os valores mais elevados de entre os tipos de queijo produzidos.
Isto pode ser explicado pelo seu maior grau de dessoramento e humidade
ligeiramente inferior. J4 os queijos tradicionais (T.S e T.SM) mostram diferencas

entre si, dado que a salga realizada por espalhamento permite a obtengio de
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um produto final com casca mais rigida devido 4 maior concentragio de sal

superficie e a sua secagem mais intensa.

NaTabela 2 apresentam-se os resultados da acidez tituldvel e do pH dos queijos.
Verifica-se que os queijos com extrato aquoso apresentam uma acidez tituldvel
intermédia comparativamente aos queijos produzidos de forma tradicional.
Isto demonstra que a incorporagao direta do extrato aquoso na coalhada nao
penaliza a atividade das culturas bacterianas utilizadas no fabrico do queijo.
Tendo em conta que estas culturas sdo responsaveis pelo metabolismo da
lactose em 4cido lictico, explica-se 0 aumento da acidez e consequentemente
redugio do pH ao longo do tempo de cura. Outro aspeto interessante, reside
no facto da presenca de EA aparentar regular a acidez dos queijos, podendo de

alguma forma condicionar o metabolismo celular na produgio de dcido.

Tabela 2. Acidez tituldvel (% dcido ldtico), pH e cor (L*a*b* e AE™®) dos queijos apds
45 dias de cura (9,2+0,58 °C ¢ 92,4+3,1% HR)

Acidez Cor
Tituldvel pH
itulavel I * b*

Queijo
AE*

EAS 0,460,01 5,40+0,24 70,3£10,98 6,57+6,29 14,54+1,85 28,47+10,56

EA.SM  0,48+0,14 5,52+0,20 75,58+10,21 3,19+4,79 15,32+3,89 23,49+10,18

TS 0,30+0,02 5,68+0,33 76,54+10,15 -0,10+3,58 2,142,43 23,54110,63

T.SM 0,6410,14 5,46+0,22 81,51£9,95 -10,55+5,03 9,112+1,50 23,15£9,97

A cor dos queijos (Tabela 2) foi avaliada pelo sistema Hunter CIEL*a*b*,
em termos de coordenadas individuais e pelo diferencial de cor (AE*) com
o colorimetro HP-2132, Zheijang Top Instruments Co, previamente calibrado
com uma placa padrio amarela (L*, = 98,9; a* = -2,5 ¢ b*, = 5.6). Foi
possivel observar que a cor dos queijos produzidos nio é homogénea, o
que ¢ demonstrado pela grande dispersao nos resultados obtidos para cada

coordenada.

Passados 45 dias de cura, a luminosidade média (L*) dos queijos com EA de
Tomilho ¢ ligeiramente inferior. Contudo, a influéncia da utilizagao do extrato

na cor do produto final é mais evidente analisando as coordenadas a* e b*.
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As amostras EA.S e EA.SM apresentaram valores de a* positivos (direcio do
vermelho) e mais afastados do valor a* do padrio. Em relagio & coordenada
b*, os valores positivos mais elevados confirmam que o extrato aquoso confere
a0 queijo uma cor amarela mais intensa. Em termos de variagio global da cor
(AE¥) o queijo com aplicagio do extrato aquoso e sujeito ao processo de salga

a superficie (EA.S) ¢ o que se afasta mais do padrio amarelo.

A atividade da dgua (a) foi determinada para a pasta e casca dos queijos
sujeitos a salga por salmoura, com e sem extrato aquoso (EA.SM e T.SM).
Este parAmetro estd intimamente relacionado com a humidade do alimento,
permitindo determinar a sua capacidade de conservagio e de propagacio
microbiana. Com base nos resultados obtidos depreende-se que a adicio do
redutor de sal na coalhada e consecutiva reducio do periodo de salmoura,
ndo origina qualquer alteragio na a do produto final (casca e pasta) dadas as
semelhancas com o queijo tradicional. Para ambos os casos, os valores da a

obtidos sdo tipicos destes produtos, variando entre 0,85 ¢ 0,9.

Andlise sensorial aos queijos

As provas sensoriais dos queijos foram realizadas com um painel de provadores
nio treinado, com o intuito de avaliar a percecio do consumidor em geral.
Ou seja, avaliou-se a capacidade de diferenciagio dos produtos com extrato
aquoso de Tomilho bela-luz, face aos queijos com formulagio tradicional. Para
tal, os provadores efetuaram provas triangulares, nas quais lhes foi solicitada
a identificagio da amostra diferente de entre as trés apresentadas (2 iguais e
uma diferente), e ainda a identificagio da amostra da sua preferéncia. Dos
21 provadores, apenas 47,6% conseguiu identificar corretamente a amostra
diferente, bem como, 57,1% deu preferéncia a formulagio com extrato aquoso
de Tomilho relativamente & do queijo tradicional. Face a estes resultados, é
possivel concluir que ndo existiu uma diferenciagio estatisticamente significativa
entre os dois tipos de queijo, e que a apreciago positiva dos queijos com o

novo produto valida a sua aplicago e possivel utilizagio durante o fabrico.
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O extrato aquoso de Tomilho bela-luz aplicado na confecao de alimentos atua
como um intensificador de sabor, enaltecendo o sabor dos alimentos e assim
potenciando a redugio da quantidade de sodio adicionada. Esta propriedade
permitird que os produtos apresentem um valor nutricional acrescentado devido
as propriedades antioxidantes do extrato em questao, além de apresentarem
beneficios para a populagio que sofre de problemas de hipertensio e que se vé

sujeita as limitagoes de consumo de um alargado leque de produtos.

Potencialidades e limitagées do redutor de sal

Sio intmeros os beneficios da utilizagio do extrato aquoso liofilizado de
Tomilho bela-luz na confegio de queijo curado. Vo desde a valorizagio de
uma planta aromdtica autdctone, a possibilidade da producio de queijos
com menor teor de sal, maior valor nutricional, e com caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes ou melhoradas comparativamente aos queijos de
confecdo tradicional. No presente estudo o queijo curado foi utilizado como
veiculo experimental. No entanto, existem inimeras 4reas alimentares que
poderio usufruir das propriedades do EA, por exemplo os preparados cdrneos
e a confe¢o de pratos, sio alguns exemplos da versatilidade e potencial deste

produto.

No entanto, no decorrer deste estudo foram identificadas algumas potenciais
dificuldades relativamente ao scale-up do processo para a industria. Um dos
problemas encontrados foi a necessidade de evitar perdas do produto durante o
processo produtivo dos queijos e, por isso este ter de ser aplicado manualmente
a coalhada apés separagio do soro. Isto porque, como o EA é soltvel em dgua, e
por isso no soro, a sua adigao antes do dessoramento proporcionaria a sua perda
durante esta operagao. A nivel industrial esta alteragao teria que ser equacionada
com a possibilidade de alteragdes no proprio processo/equipamento. Outra
questao estd relacionada com o preco final do produto, uma vez que o processo
de liofilizagio ¢ relativamente dispendioso e o rendimento de extragio dos

compostos ativos é reduzido (19,97%). Neste sentido uma andlise econdmica
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aos custos de produgio serd fundamental.

Extrato etanélico como antimicrobiano natural na substituicao

de farmacos no controlo microbiano do queijo curado

Na produgio industrial de queijo é comum o uso da natamicina durante o
processo de cura, para limitar o desenvolvimento microbiano e consequentes
perdas na produgo. Embora seja considerado um composto GRAS (Generally
Recognized As Safe), quando aplicado em quantidades excessivas pode conduzir
a problemas de seguranca alimentar (Renciizogullari ez 4/, 2009). Devido a este
facto ¢ comum uma maior exigéncia quanto ao uso deste antimicdtico, que se
reflete em limitagoes na exportagio de queijo curado que nao respeitem limites
exigidos pelos paises que os importam. Por outro lado, na produgio de queijos
curados com denominagio de origem protegida (DOP), o impedimento legal
do uso de produtos sintéticos e consequente desenvolvimento microbiano

conduz a perdas de produgio avultadas.

Com o intuito de vir a substituir a aplicagio de firmacos durante o periodo de
maturacio do queijo e de encontrar uma alternativa natural para utilizagao nos

produtos DOP avaliou-se o poder antimicrobiano do extrato etanélico.

Fficiéncia antimicrobiana in vitro e in vivo

Apés recolha e isolamento dos fungos mais comuns nas cimaras de cura e, que
proliferam 2 superficie do queijo curado de origem bovina, realizaram-se testes
in vitro e in vivo onde o crescimento microbiano foi monitorizado ao longo do
tempo, de forma a analisar a eficiéncia do extrato etanélico (EE) de Tomilho

bela-luz.

Os fungos isolados para os testes in vitro foram o Mucor s.p. e o Penicillium
s.p. Estes testes consistiram na avaliagdo da performance de inibigdo do extrato
etandlico (EE), da natamicina (CP - controlo positivo) e a sua comparagio

com o controlo negativo (CN), isto ¢, sem qualquer inibidor.



Analisando o desenvolvimento microbiano em termos do didmetro do
halo para cada estirpe, quer graficamente (Figura 2) quer em placa de Petri
(Figura 3) os resultados obtidos demostraram uma dbvia diminui¢io no halo
de crescimento dos fungos testados quando expostos ao extrato etanélico de

Tomilho, comparativamente ao controlo negativo e 4 natamicina (antibidtico
comercial).
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Figura 2. Evolugio do didmetro do halo de crescimento de coldnias de: a) Mucor sp. e b)

Penicillium sp., na presenca de extrato etanélico (EE), natamicina (CP) e sem inibidor (CN).

Figura 3. Didmetro do halo de crescimento de coldnias de: a) Mucor
sp. ao fim de 2 dias e b) Penicillium sp. ao fim de 4 dias, na presencga de
extrato etandlico (EE), natamicina (CP) e sem inibidor (CN).
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Pode-se também observar a diminuigio da eficiéncia da natamicina ao longo
do tempo e, os resultados obtidos para este caso aproximam-se dos do controlo
negativo. Estas observacoes permitem equacionar que o extrato etandlico de
T mastichina L. é um potencial substituto para os antibi6ticos tipicamente
utilizados no fabrico industrial de queijo curado, podendo também ser usado

durante a produgio dos queijos de denominagio de origem protegida.

De forma a comprovar os resultados obtidos em ambiente controlado de
laboratério, procedeu-se a realizagio de testes in vivo (Figura 4) usando queijos
curados de origem bovina. Neste caso procedeu-se a aplicagio direta dos
produtos sobre os queijos produzidos com leite cru, os quais foram submetidos
as condi¢oes normais de maturagio na cimara de cura (aproximadamente

11 °C e humidade relativa de 85%). Nestas condigoes, foi possivel demonstrar
e confirmar que, numa situagio real de produgio, o EE apresenta uma
eficiéncia semelhante ou superior & natamicina, diminuindo efetivamente o

desenvolvimento de fungos no queijo curado.

EE cr CN

Figura 4. Desenvolvimento de bolores e leveduras a superficie do queijo de origem bovina
durante o processo de cura, 8 dias apés aplicagao do extrato etanélico (EE), natamicina

(CP) e sem inibidor (CN).

Performance sobre a microbiota dos queijos

A andlise do desenvolvimento da flora microbiana foi efetuada para avaliar
se os efeitos do EE podem garantir os pardmetros de qualidade dos queijos

curados e, comprovar os resultados dos estudos anteriores. Esta andlise foi feita
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comparando a evolugio dos principais grupos de microrganismos patogénicos

ou contaminantes em queijos tratados com EE e com natamicina.

Os ensaios aos queijos realizaram-se aos dias 1, 8, 16, 24 e 40 apés tratamento
com cada um dos produtos, e consistiram na recolha de amostras da superficie
do queijo (10 g), em triplicado, para quantificagio de Staphylococcus spp. (em
meio Baird-Parker Agar Base), Pseudomonas spp. (em meio Pseudomonas Agar
E PAF), Enterobacteriaceae (em meio Violet Red Bile Glucose Agar, VRBGA) e
determinagio de bolores e leveduras (em meio Potato Dextrose Agar, PDA). O

procedimento utilizado baseou-se no efetuado por Ramos ez al., (2012).

A Figura 5 permite concluir que de um modo geral, o extrato etandlico
apresenta resultados semelhantes ou melhores do que a natamicina. Para o
caso dos Staphylococcus spp. os resultados obtidos, quer para o EE quer para
a natamicina, apresentaram uma evolugio semelhante durante o perfodo
de maturagio, atingindo valores praticamente nulos no final desse periodo.
Quanto as Enterobacteriaceae, verificou-se um crescimento exponencial nos
primeiros 16 dias, contudo, apés este periodo o Log UFC/g diminui 3 ordens
de magnitude para os queijos tratados com natamicina e tende para zero na
presenca de extrato etanélico. Este facto poderd ser explicado pelo aumento da
competicdo microbiana das espécies que apresentam maior aptidao replicativa
face s condicbes a que estdo sujeitas. Relativamente as Pseudomonas spp.,
fungos e leveduras, todos apresentam um padrio de crescimento semelhante.
Nos primeiros 16 dias de maturagio observaram-se contagens superiores para
o caso do tratamento com EE, no entanto, verifica-se uma inversio desta
tendéncia até ao final do perfodo de maturagio. Esta diminui¢o varia entre

uma a duas ordens de magnitude.

Nas amostras de queijo curado sem tratamento (dados no apresentados), tal
como esperado, verificou-se um desenvolvimento microbiano mais acentuado
praticamente para todos os substratos estudados. Apesar de todos os queijos
apresentarem contagens semelhantes no inicio da maturagio, no caso dos

queijos sem tratamento hd um aumento significativo de microrganismos nos
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tltimos dias de cura. Por sua vez os queijos que receberam o tratamento com

extrato etandlico mostraram as menores contagens no final do periodo de

maturacao.

Logpg UFCg Ty

Logpg FCg )

! L] I L 40 i & ih 24 i
Tempo (dias) Tempe foias)

Figura 5. Contagens de: a) Staphylococcus spp., b) Pseudomonas spp., c) Enterobacteriaceae
e d) bolores ¢ leveduras (Log, JUFC.g") em queijos tratados com extrato etanélico (EE) e
natamicina (CP) durante a maturacio.

A aplicacio do extrato etanélico na produgio de queijo curado, tanto em modo
tradicional como em modo de produgio bioldgica, permite obter um produto
final isento de farmacos, facto que para o consumidor representa uma maior
segurangca alimentar e ainda a redugio da probabilidade de desenvolvimento
de resisténcia a antibidticos e, paralelamente garante ao produtor um produto

com maior valor acrescentado, tornando-o competitivo face & concorréncia.

Eficiéncia como agente fumigador em

A
cimaras de cura

Com o intuito de conferir ao produto um leque de aplicages mais vasto, testou-

se a sua eficdcia como agente fumigador/nebulizador das cimaras de cura e
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analisou-se a carga microbiana presente nesta atmosfera antes e apds aplicacio
do extrato etanélico (1 h, 2 e 4 dias) (Abelho, 2012). Os resultados obtidos,
apresentados na Figura 6, dizem respeito & contagem de microrganismos totais
em meio PCA (Plate Count Agar) e contagem de bolores e leveduras em meio
PDA (Potato Dextrose Agar).
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Figura 6. Contagens de: a) microrganismos totais, b) bolores e leveduras (UFC/m?) do ar da
cimara de maturagio antes e depois da fumigagdo: 1 h, 2 dias e 4 dias.

A evolugao da contaminagio microbiana no ar da cimara de cura (Figura 6) ¢
semelhante para as contagens de microrganismos totais e bolores e leveduras.
Antes do processo de fumigacio verificaram-se contagens de 47 ¢ 160 UFC/m’
para o primeiro e segundo caso, respetivamente. Ao fim de 1 hora, a contagem
de ambas as categorias de microrganismos atinge um valor méximo, mas decai
exponencialmente ao fim de 2 e 4 dias, registando valores inferiores as contagens
antes da pulverizagao com o extrato etanélico. A tendéncia geral apds a fumigagio,
foi a redugio significativa do desenvolvimento microbiano até ao quarto dia
da experiéncia. O facto de ao fim de 1 h se terem registado valores superiores
aos observados antes da aplicagio do EE, poderd ser explicado pelo método de
amostragem, uma vez que esta foi feita por sedimentagio dos microrganismos
presentes no ar interior da cAmara. Assim, nas horas subsequentes & nebulizagio
ocorreu um aumento da sedimentagio dos microrganismos presentes no ar e,
consequentemente o aumento das contagens microbianas. Estas observagoes
permitem também inferir que ndo ¢ aconselhdvel a colocagio dos queijos na

cimara de cura pouco tempo ap6s a realizagio da fumigagio (1-2 h), sob pena
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da carga microbiana depositada nos queijos ser ainda maior, apesar do efeito
antimicrobiano do extrato. Verificou-se ainda uma atuagio mais vincada
do extrato na redugdo dos bolores e leveduras presentes no ar da cAmara de

maturagio, indicando uma maior especificidade para este grupo.

O extrato etanélico de Tomilho bela-luz, caracterizado pelas suas propriedades
antimicrobianas, apresenta ainda capacidade de desinfecao de diversas
superficies que estejam em contacto com alimentos, por exemplo bancadas de
manipulacio, utensilios de preparagio de alimentos ou até mesmo os préprios

produtos alimentares e/ou as suas embalagens.

Potencialidades e limitagoes do extrato etanélico

Durante os estudos realizados, pode concluir-se que o extrato etanélico de
Tomilho bela-luz poderd ser uma mais-valia para a inddstria queijeira, pois
apresenta resultados bastante promissores. A sua performance como agente
microbioldgico aproxima-se, e por vezes supera, o poder antimicrobiano da
natamicina contra algumas estirpes especificas de microrganismos. Desta forma,
os produtores em geral poderio usufruir dos beneficios de um produto natural
e biolégico, que pode ser utilizado diretamente no queijo ou como agente de
fumigacio em cAmaras de cura. Contudo, uma das principais dificuldades estd
associada a sua aprovagio como novo aditivo alimentar, nomeadamente, no
que concerne a determinagio das concentragdes maximas permitidas. Estes
processos so normalmente morosos e dispendiosos, implicando a realizagao
de testes de toxicidade 7 vivo, 0 que se poderd traduzir num longo periodo
até que o produto tenha a validagio dos requisitos legais indispenséveis para

comercializacio.

Reconhecimento do interesse cientifico e tecnoldgico

da investigagdo

O trabalho de investigagio desenvolvido e apresentado anteriormente foi

submetido a virios concursos dedicados a inovagao tecnoldgica, ideias de
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negécio, empreendedorismo e de produtos inovadores relacionados com a
alimentacao ou alimentos. Da participacio nestes concursos (Tabela 3) tem
resultado o reconhecimento do interesse tecnoldgico deste tema, uma vez que
os trabalhos propostos chegaram a fase final arrecadando vérios prémios e

mengées honrosas.

Tabela 3. Prémios e distingoes obtidos pela equipa e comunicagoes cientificas realizadas no dmbiro

da investigagio

Comunicagao/ Prémio/

Data Evento A Tema / Projeto
Distingdo
Projeto n° 1007 - Aplicacao do
Concurso: Passaporte para tomilho bela-luz na produgao
o Empreendedorismo Duas bolsas de biolégica de queijo: os beneficios
1 Nov 2013 ot . L P
Programa estratégico para o investigagao de 12 meses da redugao do teor de sal e
Empreendedorismo e Inovacio eliminagdo de produtos quimicos
durante o processo de cura.
IV Conferéncia CEF 2013, Comunicagio em formato Zﬁyg::: V’:sjd[:;/znﬂ Lo.t[e)rn(ii(ls
27 Nov2013 Faculdade de Farmicia da ’ deg oster anrimicr);bial ;nti]'astioxidan[
Universidade de Coimbra P s
activity.
Concurso: Smart Rural MAP 4 Cheese - Produgio de
Ideia Challenge 2013 20 Prémio. Categoria: coadjuvantes/ingredientes naturais
23 Dez 2013 . . § . P P
Empreendedorismo de Base inovagao tecnolégica para aplicagdo na inddstria
Rural alimentar (ou em queijarias).
Prémios MoviPoc e Producio d di tes/
10 Fev 2014 Concurso: Ideias de Negécio IDDNET-Technology . 50 l[l(;aﬂ : coAa juvan Tg .
e ARRISCA-C 2013 Network. Categoria: ideias  T8'¢1CES NtIais para aplicagio
o na produgio de queijos
de negécio
Workshop Produtos Naturais:
aplicagoes (bio)tecnoldgicas, - . T
19 Fev 2014 Instituto Politécnico de Comunicagio oral Apilg;id(;;izizolgllil?: db:laulel;,i) na
Coimbra, Escola Superior produe 8 quetjo-
Agréria (ESAC)
Concurso: 112 Edicao
do Concurso Regional . . Produgio de revestimentos de
4 Um dos cinco finalistas do . L
27 Set 2014 de Empreendedorismo - origem natural para aplicagao em
. .. concurso =
Construir Futuros na regido de queijos curados
Coimbra, Poliempreende 2014
N i ReduzSal - Substituto 4 base de
Concurso: Food & Nutrition 3* Mengio Honrosa. tomilho bela-luz que permite
16 Out 2014 : Categoria: investigagio & }

Awards

desenvolvimento

reduzir o sal usado no queijo
curado

17-20 Dez 2014

XVIII Congress of the

Portuguese Biochemical

Comunicagio em formato

Thymus mastichina L. as substitute
of synthetic antibiotics in dairy

Society (SPB), Coimbra de poster industry.
I Concurso InovCluster Queijo de ovelha curado com
27 Mar 2015 de produtos alimentares 20 Prémio | ueljo ¢ oveha curado co
inovadores incorporagio de Tomilho bela-luz
23 Mai 2015 Concurso DISRU.PT Summit Vencedor do concurso MAP4Cheese - Antimicrobianos de

DISRU.PT Startup Pitch

origem natural para queijo curado
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Ja entre a comunidade cientifica, a selegio do trabalho desenvolvido para
apresentagoes orais (Carvalho er 4l, 2014) ou em formato de poster em
congressos nacionais (Carvalho ez 4/, 2013), internacionais (Ferreira ez al.,
2014) e workshops (Tabela 3) evidencia a inovagio deste tema ¢ o seu interesse

cientifico.

Nao menos importante serd salientar que o financiamento para a investigagio
¢ fundamental, quer em termos de recursos humanos quer em recursos
materiais. Este trabalho teve como grande impulsionador, duas bolsas de 12
meses recebidas no 4mbito do Concurso Passaporte para o Empreendedorismo
inserido no Programa Estratégico para o Empreendedorismo ¢ a Inovagio
(+e+i) aberto a sociedade civil. Este programa, de acordo com o Impulso Jovem,
pretende estimular jovens empreendedores qualificados a desenvolverem o seu
projeto de empreendedorismo inovador, que se encontre em fase de ideia,

facultando um conjunto de ferramentas técnicas e financeiras.

Conclusao

A investigagio aqui apresentada e os resultados obtidos sao extremamente
promissores ¢ demonstram grande potencialidade na utilizagio de dois
produtos & base do Tomilho bela-luz para aplicagio na industria alimentar:
0 extrato aquoso, como substituto do sal nos alimentos ¢ o extrato etanélico

como substituto dos firmacos usados no controlo microbiano.

A utilizagdo do extrato aquoso na confecio de queijo curado permitiu a redugio
de 12,5% de sal no produto final, sem afetar os parAmetros fisico-quimicos
e nutricionais das amostras produzidas face as de confe¢ao convencional. A
andlise sensorial demonstrou que os provadores nio conseguem identificar
os queijos com aplicagdo de EA, dando preferéncia a este produto, usando a

justificacdo de se tratar de um queijo com um sabor mais intenso.

O comportamento antimicrobiano do extrato etanélico de Tomilho bela-luz

comprova a sua utilidade no controlo do crescimento de fungos e leveduras
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durante o processo de maturagio de queijo curado, tomando uma posicio

competitiva face ao antibidtico convencional.

Para além das vantagens inumeradas anteriormente, podemos destacar ainda
que a utilizagio destes produtos contribui para o enriquecimento nutricional,
em antioxidantes e leos essenciais, dos alimentos onde podem ser aplicados.
Contudo, estudos posteriores de caracterizagao quimica e toxicolégica serio
necessrios de forma a validar a eficiéncia destes produtos  escala industrial,
otimizagdo e aperfeicoamento da tecnologia para o seu scale-up e ainda o estudo

de viabilidade econémica do processo.

Devido 4 sua origem natural, e as suas propriedades especificas, os extratos
de Tomilho bela-luz constituem uma importante alternativa para o futuro
da industria de lacticinios, bem como da industria alimentar, em geral. No
entanto, ndo é expectdvel que se verifique uma completa substituicio dos
produtos tradicionalmente utilizados, uma vez que existirdo diferencas de
custo, aplicabilidade e também devido & comodidade que existe, para ji, na

utilizagio dos produtos mais habituais.
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Disruptores endécrinos: um problema

de Satde Piablica e Animal

Ana Paula Gomes Fonseca

Atualmente, um dos estudos mais relevantes e expressivos no dmbito da
saide publica, centra-se na presenca de micropoluentes no meio ambiente,
em concentragoes bastante preocupantes. Alguns destes compostos podem
produzir efeitos tdxicos na saide humana e animal, devido  sua presenga em
aguas superﬁciais e subterrineas, mesmo que seja em concentragoes muito

baixas (na ordem dos ng L.

Firmacos, disruptores endécrinos (DE) e poluentes orginicos persistentes,
tém sido dos compostos mais pesquisados devido aos seus efeitos nocivos a
vérios niveis. Os disruptores enddcrinos, sio suspeitos de causarem efeitos
adversos no sistema enddcrino de humanos e animais aliado a sua resisténcia
a biodegradagio e persisténcia no meio ambiente causando fenémenos de

biomagnificacio na cadeia alimentar (Bila ez 4/, 2007; Campani, 2010).

De entre estas classes de compostos, a mais preocupante tem sido ligada
aos DE, ja que a literatura descreve efeitos na reprodugao de peixes e outros
animais, indugao de caracteristicas femininas em peixes machos, redugio da
quantidade de esperma e aumento da incidéncia de alguns tipos de cancro no

Homem.

Doengas como cancro da mama, ttero e préstata, desenvolvimento sexual
anormal, reducio de fertilidade masculina, aumento da incidéncia de ovérios
policisticos, alteragao de glandulas (tirdide), distirbios na fun¢io dos ovérios
(crescimento folicular e ovulago), fecundagio e consequentemente gravidez,
entre 0 aumento de outras doengas, que ainda n3o se encontram devidamente

sustentadas por estudos (Coleman e al., 2005).
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Dentro deste conjunto de efeitos adversos, a disrupgio endécrina influencia
o desenvolvimento, crescimento, reprodugio e mesmo o comportamento
dos humanos e animais, podendo danificar e alterar diretamente um 6rgao
enddcrino, interagir com um recetor de hormonas e/ou alterar o metabolismo

de hormonas no sistema endécrino (Bila e 4/, 2007; Campani, 2010).

As substincias que possuem capacidade de afetar o sistema enddcrino nos
humanos e animais, quando expostos a estas, sio vdrias, nomeadamente
compostos sintéticos como o 17a- etinilestradiol (EE2), pesticidas, bisfenol
A, entre outros, e compostos naturais como a estrona (E1), 17B-estradiol

(E2), estriol (E3) e fitoestrogénios.

Os estrogénios, principalmente o E2 e EE2, tm sido classificados como
sendo os maiores responsdveis pela disrup¢ao enddcrina, possuindo um alto

potencial estrogénico, sendo excretados diariamente por humanos e animais.

As hormonas esterdides sdo um grupo de compostos biologicamente ativos,
sintetizados a partir do colesterol e que apresentam em comum um anel
ciclopentano-o-perhidrofenantereno. Os esteréides naturais sio excretados
pelo cértex adrenal, testiculos, ovdrios e placenta nos humanos e nos animais
e inclui progestogénios, glucocorticéides, mineralocorticéides, androgénios e

estrogénios.

Os estrogénios naturais sio, predominantemente, hormonas femininas
e vitais para a manuten¢io da homeostase dos tecidos reprodutivos, seios,
pele e cérebro. Os estrogénios sintéticos, como o EE2, sao utilizados como
contracetivos, aplicados em terapia de reposicio hormonal, bem como em
doencas hormonais (Ying ez al., 2002; Wise et al., 2011).

Nos humanos e nos mamiferos, os estrogénios sofrem varias transformagoes,
principalmente, a nivel hepdtico. Sao, frequentemente, oxidados, hidrolisados
e metilados antes da conjuga¢io final com dcido glucordnico ou sulfato. Por
exemplo, o E2 é rapidamente oxidado em E1 que pode ser convertida em E3,

o principal produto de excre¢io. Muitos outros metabolitos polares, como o
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16-hidroxi-estrona, 16-cetoestrona ou 16-epiestriol, sio formados a partir do

E2e pOde estar presentes na urina e nas fCZCS.

Os estrogénios sao excretados maioritariamente na forma de conjugados
polares inativos. O EE2 ¢ eliminado principalmente na forma conjugada,
no entanto, outras transformagoes metabdlicas de menor relevancia poderao
ocorrer. A questio que se levanta é se estes conjugados dos estrogénios naturais
e sintéticos, endocrinamente inativos, podem ser convertidos nas formas ativas
no meio ambiente ou nas estagdes de tratamento de dguas residuais (ETARs),
aumentando a sua concentragdo ambiental. Esta hipdtese é suportada pela
detecdo de vérios estrogénios na forma nio conjugada, como o E2, a El,
o 16a-hidroxiestrona e o EE2, em efluentes de ETARs em concentragoes
superiores as que seria de esperar com base nas concentragdes das formas
excretadas (Ternes ez al., 1999; Ying et al., 2002; Bila ez al., 2007).

Johnson et al em 2000 procederam ao levantamento e cilculo da excregio
de compostos estrogénicos pelos humanos, estimando a excregio didria de
estrogénios para homens e mulheres. A excrecio através da urina para os
homens foi estimada em cerca de 1.6 pg/dia de E2, 3.9 pg/dia de E1 ¢ 1.5
pg/dia de E3. Para as mulheres menarcas foi calculada uma excrego de 3.5
pg/dia de E2, 8 pg/dia de E1 e 4.8 pg/dia de estriol (E3). Para mulheres na
menopausa foi calculada uma excrecao de 2.3 pg/dia de E2, 4 pg/dia de E1 e
1 pg/dia de E3; na gravidez foram estimadas excregoes de 259 pg/dia de E2,
600 pg/dia de E1 e 6000 pg/dia de E3.

A quantidade excretada de EE2, quando usado como contracetivo oral
pelas mulheres, foi estimada em 35 pg/dia. Baseado nesta excreio didria de
estrogénios pelos humanos e no fator de diluicdo, ¢ esperado existirem no
ambiente aqudtico niveis de estrogénios na ordem dos pg-ng L' (Ying ez al,
2002).

As hormonas esterdides tém sido detetadas em dguas residuais, superficiais,
subterrineas, bem como em solos, sedimentos e alimentos, etc. O

comportamento ¢ o destino destas hormonas esterdides no ambiente

117 |



dependem das suas propriedades fisico-quimicas, bem como das caracteristicas

do meio ambiente.

Os estrogénios naturais tém maior solubilidade que os esterdides sintéticos.
Estudos indicam que todos eles tém uma adsor¢io moderada aos sedimentos
e baixo tempo de semi-vida nos solos e nas dguas, sofrendo ambos uma rapida
transformagio nas ETARs. A taxa de remogio nas ETARs estd dependente
da concegio da prépria ETAR e da quantidade de dejetos (Ying er al., 2002).

Uma caracteristica importante, entre outras, para o estudo destes compostos
¢ a sua hidrofilicidade e hidrofobicidade, ja que estas regulam os processos de
absorcio e distribui¢ao de DE, sendo necessdrio que se dissolvam e atravessem
as membranas bioldgicas até alcancarem os respetivos locais de agio (Fatta ez
al., 2007).

Os efluentes das ETARs sio uma complexa mistura de poluentes que poderdo
apresentar propriedades ou capacidade de provocar disrupgio enddcrina.
A exposicao dos seres vivos a estes efluentes, poderé traduzir-se em efeitos
negativos a nivel individual e, possivelmente, ao nivel das populagdes (Solé
et al., 2002).

Assim, a monitorizagio de estrogénios sintéticos (EE2) e naturais (E1, E2, E3)
no meio ambiente tem vindo a ganhar grande interesse, especialmente pelo
facto de, frequentemente serem detetados nas ETARs, dguas para consumo
humano, rios, lagos, solos, alimentos, etc., (Desbrow ez l., 1998; Ternes ez 4.,
1999; Solé ez al., 2002; Ying ez al., 2002; Park, et al., 2004).

De entre as hormonas estrogénicas, os estrogénios com maior interesse e
habitualmente pesquisados no ambiente aqudtico sao 0 E1, 0 E2, 0 E3 ¢ 0o
EE2, devido ao seu potencial como disruptores enddcrinos (Larsson ef 4.,

1999; Orn et al., 2003).

A crescente necessidade em conhecer os potenciais impactos da agio de
compostos disruptores endécrinos em seres aqudticos, nomeadamente em

peixes, conduziu a uma busca urgente de ensaios fidveis, para a avaliagio do
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efeito de um determinado composto isoladamente, bem como de misturas
complexas, como ¢ o caso dos efluentes domésticos e industriais (Larsson ez
al., 1999; Orn et al., 2003, Versonnen et al., 2004).

Apesar de ser conhecido o efeito estrogénico de muitos compostos quimicos,
residem duvidas sobre se as concentragdes em que eles se encontram no
meio ambiente sdo suficientes para causar efeitos fisiolégicos adversos nos
individuos ou populagdes expostas vs tempo de exposicao. Com o intuito de
avaliar o risco da exposicdo, sio intimeros os estudos desenvolvidos nesta 4rea,
sendo evidente que a existéncia de substincias estrogénicas no meio ambiente
¢ um problema de satde publica, animal e ambiental global em efluentes de
ETARs municipais e hospitalares (Kolpin ez 4/, 2002).

No desenvolvimento deste trabalho de investigagio pretendeu-se utilizar
metodologias, normalmente utilizadas na andlise qualitativa e quantitativa
(Skoog, Nieman, & Holler, 5 edi¢io, 2002), nomeadamente cromatografia
liquida de alta resolugio (CLAE) com detecio UV, na identificagio e
quantificagio de estrogénios em efluentes com potencial atividade estrogénica,
e ainda a quantificagio em afluentes de nove ETARS da regido central de
Portugal, por forma a averiguar a eficiéncia dos tratamentos de dguas residuais.
Para tal as amostras recolhidas necessitaram de uma pré-concentragio, antes

da sua andlise, recorrendo-se a técnica de extracio em fase sélida (EFS).

Pretendeu-se igualmente fazer estudos de termoestabilidade e fotodegradagao
dos estrogénios alvos, sob condi¢des de controlo de diversos fatores, tais
como: temperatura e radiagdo solar, utilizando também a espectroscopia UV-

visivel (UV-Vis), como forma de comparar e reforcar os resultados obtidos por
Eletroforese Capilar (EC).

Segundo a bibliografia consultada, a maior parte dos estudos existentes
tém sido realizados principalmente em diversas espécies de peixes, pelo que
também faz parte integrante deste trabalho de investigagio, a quantificacio
de estrogénios em anfibios macho (Rana/Pelophylax perezi). Estes animais tém

pele permedvel, vivem na dgua e no solo, e devido 4 sua fisiologia e seu ciclo de
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vida sdo expostos a determinadas variagdes ambientais, sendo particularmente
sensiveis 4 polui¢ao quimica dos sistemas aqudticos, considerada hoje em dia,

uma das possiveis causas para a crescente extingdo destes animais.

Determinagio dos estrogénios alvo nas ETARS estudadas.

Material e métodos

Foi utilizado um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia da
Dionex, equipado com quatro bombas P680, injetor automdtico ASI-100
e detetor de ultravioleta PDA-100. Na separagio dos compostos foi usada
uma coluna analitica de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pum, Restek
Pinnacle, DB), com um fluxo de 0,8 mL min-1 em condigées isocraticas.
A fase movel consistiu numa mistura de acetonitrilo/dgua (45:55, v/v), ¢ a
quantidade de amostra injetada de 20 pL, sendo o comprimento de onda de

detecdo escolhido de 200 nm.

A solugio-padrao mae (0,2500 g L!) composta por estrona (Sigma, 99%), 17
B-estradiol (Fluka, 97%), estriol (Sigma, 99%) e 17a-etinilestradiol (Sigma,
98%) foi preparada em acetonitrilo (Panreac Quimica, SA). A partir desta
solugdo mde, foram preparadas seis solugdes-padrio com concentragdes no
intervalo entre 0,05-10,00 mg L' em dgua ultra-pura e efetuadas as respetivas

retas de calibracio.

Apds a sua preparagio, todas as solugdes foram desgaseificadas utilizando um
banho de ultrassons, durante 15 minutos. Posteriormente todas as solugoes
foram filtradas através de um filtro de membrana de 0,22 pm, antes da andlise

por CLAE.

Preparagao das amostras recolhidas nas ETARs

Foram recolhidas e analisadas amostras de efluentes de vdrias ETARs com
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tratamentos secunddrios, na regido centro de Portugal, nomeadamente nas
regides do Baixo Vouga (Aveiro), Baixo Mondego (Coimbra) e Pinhal Litoral
(Leiria). No distrito de Aveiro procedeu-se & recolha e andlise de amostras
da ETAR de Cacia (Aveiro), ETAR de Aguada de Cima (Agueda) e ETAR
da Mealhada. No Concelho de Coimbra procedeu-se a recolha e andlise de
amostras da ETAR do Choupal (Coimbra), ETAR de Taveiro (Coimbra),
ETAR de Ceira (Coimbra) ¢ ETAR de Alagoa (Arganil). No Concelho de
Leiria procedeu-se a recolha e andlise de amostras da ETAR de Pombal e ETAR
da Marinha Grande. Todas as amostras de dgua foram recolhidas trés vezes, por
periodos temporais diferentes (uma recolha por més), a entrada e saida de nove
ETAREs principais localizadas na Regiao Centro de Portugal, recebendo apenas

dguas domésticas.

Apés a recolha das dguas, todas as amostras foram filtradas através de um
filtro de microfibra de vidro GF/F 55 MM da Whatman com a ajuda de uma
bomba de vécuo, para eliminagio dos sélidos em suspenso. Foi sucessivamente
filtrada através de um filtro de fibra de vidro de 0,45 pm da Millipore, antes
da sua extragio em fase slida (EES). Apés este procedimento, todas as
amostras foram acidificadas a pH 2 e armazenadas a 4 °C ao abrigo da luz.
O procedimento experimental de EFS utilizado para as amostras foi sempre
realizado 24 h ap6s a recolha, para minimizar a possivel atividade microbiana.
Apés o procedimento de EFS, o produto de elui¢io foi seco, recorrendo a
uma bomba de vicuo, sendo o extrato redissolvido em 1 mL de acetonitrilo.
Apés esta reconcentragio e antes da sua andlise por CLAE, as amostras foram

filtradas através de um filtro de membrana de 0,22 pm da Millipore.

Anilise das amostras a entrada e saida das ETARs

De referir que os valores de LOD obtidos, na otimizago deste método, foram
de 0,45 mg L-1 para o E3, 0,24 mg L-1 para 0 E2, 0,11 mg L-1 para o EE2
e 0,089 mg L-1 para a E1 (Miiller&Miller, 2005.XVI). Os coeficientes de

correlagio (R?) das retas de calibragio de cada estrogénio, foram sempre
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superiores a 0,999.

Na generalidade as concentragoes dos estrogénios encontradas a entrada das
ETARS estudadas, variaram em intervalos de 0,14-0,51 pg L' para o estradiol,
0,13-0,23 pg L para o etinilestradiol e 0,16-0,72 pg L' paraa estrona (Tab 1 e
2). As concentragdes dos estrogénios encontradas a saida das mesmas variaram
em intervalos de 0,10-0,20 pg L™ para o estradiol, 0,11 a 0,19 pg L-' para o
etinilestradiol € 0,15-0,25 pg L' para a estrona (Tabela 1 e 2). De salientar, que
embora o estriol apresentasse um pico em todos os cromatogramas, a drea obtida
resultou sempre num valor mais baixo que 0 LOD calculado na respetiva curva
de calibragdo. De sublinhar ainda que para este composto, por vezes ocorreram
algumas dificuldades na utilizagio do processo EFS-CLAE, nomeadamente na
obtengio de resultados reprodutiveis para as baixas concentragoes encontradas,

mesmo para um nimero de réplicas igual a cinco.

Tabela 1. Concentragies dos estrogénios alvo, expressas em pg L-1 (n=3), i entrada e saida das
nove ETARS estudadas (entre 3000 e 6000 habitantes)

ETAR 1 ETAR 8 ETAR 9 ETAR 3 ETAR 6
_ Jan-Mar Jan-Mar Jun-Ago Fev-Abr Fev-Abr
Concentragio
dos Nimero de habitantes servidos por cada ETAR
estrogénios
(ug L") 3000 3000 3145 5000 6000
Ent* Sai® Ent* Sai® Ent Sai® Ent Sai® Ent Sai®
E1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,23 0,16 0,16 0,15
bDr - - - - - - 0,02 +0,01 +0,04  +0,02
E2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,25 0,19
bDr - - - - - - - - 0,02 0,03
E3 0,24 0,15 n.d. 0,15 n.d. n.d. 0,25 n.d. 0,16 n.d.
br +0,01 £0,02 - £0,02 - - 0,03 - +0,04
EE2 0,13 0,14 n.d. 0,14 n.d. n.d. 0,16 n.d. 0,19 n.d.
DP +0,01 +0,03 - +0,03 - - +0,02 - +0,02
‘entrada da ETAR bsaida da ETAR DP= desvio padrio n.d. = ndo detetado
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Tabela 2. Concentragies dos estrogénios alvo, expressas em pg L-1 (n=3), a entrada
e saida das nove ETARS estudadas (entre 20 500 ¢ 203 202 habitantes)

ETAR ETAR 5 ETAR 2 ETAR 4
_ Jan-Mar Jan-Mar Jun-Ago Fev-Abr
Concentragio
dos Nimero de habitantes servidos por cada ETAR
estrogénios
(ngL") 20 500 50 000 180 000 203 202
Ent Sai® Ent* Sai® Ent Sai® Ent* Sai®
E1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,72 0,25
DP - - - - - - +0,02 +0,02
E2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,14 0,10
DP - - - - - - +0,03 0,01
E3 0,15 n.d. 0,14 n.d. 0,24 0,12 n.d. n.d.
DP +0,02 - +0,01 - 0,02 0,02 - -
EE2 0,14 n.d. 0,18 n.d. 0,15 0,12 0,14 n.d.
DP +0,03 - +0,02 - +0,02 +0,02 +0,06 -
‘entrada da ETAR bsaida da ETAR DP= desvio padrio n.d. = nio detetado

Norta: as concentragoes do E3 determinadas estao abaixo do valor de LOD pelo que deverao ser lidas
como indicativas somente da presenca desta hormona.

Resultados e discussao

Os estrogénios mais frequentemente detetados a entrada de todas as ETARs
estudadas foram o E3 (abaixo do LOD) e EE2 (Graf. 1a), mas a saida a
concentragdo mais elevada encontrada foi a de E1 (Figura 1la). Todos os
estrogénios naturais e sintéticos foram detetados a entrada das ETARs que
servem um ndmero de habitantes entre 5 000 e 203 202. A sua presenca a
entrada destas ETARs pode ser explicada como sendo consequéncia natural da

excre¢do humana.

A presenca de EE2 nos efluentes é de particular interesse uma vez que hd
estudos que mencionam a sua toxicidade a baixas concentragoes e na ordem
dos nanogramas por litro (Johnson & Sumpter, 2001). O E1 e E2 (Figura. 1b
e lc) sdo os estrogénios mais frequentemente encontrados a saida das ETARs

estudadas, particularmente nas que servem maior niimero de habitantes.
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Assim, a ocorréncia de E1, E2 e EE2 a saida das ETARs, podera ser o resultado
de uma remogio incompleta destes compostos durante o tratamento, ou a
libertagio de formas conjugadas ativas destas hormonas, durante o processo de
tratamento (Alda & Barcel4, 2001; Jonhson et al, 2000).
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Figura 1. Estrogénios vs entradas e saidas das diferentes ETARSs estudadas (n=3);

a)etinilestradiol; b)- estrona; c)- estradiol

| 124



Disruptores endécrinos: um problema... | A. Fonseca

Conclusao

As ETARs, por norma, ndo sio concebidas para ter em atengio o tratamento
de contaminantes orgnicos, o aparecimento de compostos emergentes, na
forma de sub-produtos e seus metabolitos, que persistem apés o tratamento das
dguas residuais, entrando desta forma no ambiente aqudtico, e posteriormente
nas estagoes de tratamento de dgua (ETAs) que servem os habitantes. Os trés
estrogénios naturais, bem como o estrogénio sintético tém sido frequentemente
detetadas em descargas de ETARs, devido 4 sua incompleta remogao durante
o tratamento das dguas residuais (Yan ez al, 2009; Sarmah ez al, 2006; Vulliet ez
al, 2007; Lagand et al, 2004).

Neste estudo, foi efetuada uma otimizacio dos métodos analiticos com
base num procedimento experimental EFS-CLAE com detegio UV, para a
determinagio simultinea dos quatro estrogénios alvo em amostras de dgua

residuais.

Inicialmente cinco métodos diferentes de SPE (descritos no capitulo III)
foram testados, com padrdes, para a otimiza¢io do procedimento a aplicar na
quantificagio dos estrogénios alvo em amostras reais. Para o método escolhido,
efetuaram-se testes de recuperagio para cada estrogénio, com resultados muito
bons que variam entre 100-120% paraa E1, 85 a 110% para o E2, 90 a 120%
para o EE2 ¢ 89,8 a 110% para o E3.

Estes resultados confirmaram que o método EFS-CLAE utilizado foi
considerado adequado para a aplicagio em amostras de dguas residuais das
diferentes ETARS escolhidas, tendo sido utilizado o mesmo procedimento
experimental, em todas as determinacbes das concentragdes dos quatro

estrogénios na entrada e saida das mesmas.

Todos os compostos que foram escolhidos para este estudo foram detetados
nos afluentes e efluentes das nove ETARS, com concentragdes na casa dos
nanogramas por litro, indicando uma permanente entrada nos rios, apds o

tratamento destas dguas residuais.
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Na generalidade, as concentragoes dos estrogénios encontradas a entrada das
ETARS estudadas, variaram em intervalos de 0,14-0,51 pg L™ para o estradiol,
0,13-0,23 pg L' para o etinilestradiol ¢ 0,16-0,72 pg L-1 para a estrona.
As concentragdes dos estrogénios encontradas a saida das mesmas variaram
em intervalos de 0,10-0,20 ug L para o estradiol, 0,11 a 0,19 pg L para o
etinilestradiol e 0,15-0,25 pg L para a estrona.

As quantidades que eventualmente possam ser ingeridas potenciam a hipdtese de
bioacumulagio nos organismos aqudticos e respetivos efeitos ambientais destes
compostos, aparentemente estiveis e biologicamente ativos. Relativamente
a este estrogénio, uma possivel contribuigio para as concentragdes de
etinilestradiol observadas poderd surgir da parcial conversio de outros
principios ativos constituintes dos contracetivos orais (ex. noretisterona) ¢/ ou

tratamentos hormonais (Solé ez 4/, 2002).

Estes resultados sio semelhantes quando comparados aos valores obtidos
em estudos efetuados em outros paises, como a Alemanha, Itdlia e Holanda

(Jonhson ez al., 2000; Wang ez al., 2008; Streck, 2009).

Os resultados mostram ainda que os estrogénios pesquisados, podem ser
simultaneamente separados e, posteriormente, quantificados usando o
método escolhido, em amostras de dguas residuais, com uma precisio bastante

satisfatdria.

Estudo da degradagio dos estrogénios

Material e métodos

Todas as medigoes UV-Vis foram realizadas utilizando um Espectrofotémetro

Shimadzu UV-1603, e células de quartzo com um percurso dtico de 1 cm.

Todas as andlises por eletroforese capilar foram efetuadas, utilizando um

sistema Beckman P/ACE MDQ equipado com um detetor de matriz de
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diodos. As separagdes electroforéticas foram realizadas utilizando um capilar
de silica fundida ndo revestido, com comprimento total de 50 cm (40 cm
de comprimento até 4 janela dtica), didmetro interno de 50 pum e didmetro

externo de 375 pm.

Preparacio das amostras para medi¢ao UV_Vis e andlise por

eletroforese capilar

As solugdes-padrio de E1, E2, E3 e EE2 utilizadas em UV-Vis foram todas
preparadas individualmente, num volume apropriado de metanol e com uma
concentragio de 2 g L. Foram feitas diluigoes de cada solugio stock em dgua

com metanol a 5%, obtendo-se uma concentragio final de 0,1 g L.

O eletrélito de separagio utilizado em EC foi preparado diariamente, de
forma a conter 10 mM de borato de sédio (Na,B,O.) e dcido célico 100 mM
(C,H 4OOSNa.HzO), ambos da Sigma Aldrich, em dgua ultra pura, e com um
pH final de 9,2. O tempo de utilizagio do eletrdlito foi limitado a 2 dias, uma
vez que apos esse tempo, as suas caracteristicas ficavam alteradas, afetando assim
o poder separativo do método. A solugio-padrao mae, com a concentragio de
2 ¢ L de estrona (Sigma, 99%), 17p-estradiol (Fluka, 97%), estriol (Sigma,
99%) e 170-etinilestradiol (Sigma, 98%) foi preparada em metanol (Panreac
Quimica, SA). A partir desta solugio mae, foram preparadas seis solugdes-
padrio com concentragbes no intervalo entre 1,5-50,0 mg L' em solucio
eletrolitica. Apds a sua preparacio, todas as solugdes foram desgaseificadas

utilizando um banho de ultra-sons, durante 15 minutos.

O acondicionamento de um capilar novo foi efetuado da seguinte forma:
lavagem com NaOH 1 M, durante 10 min, seguida de uma lavagem com
NaOH 0,1 M, durante 30 min, lavagem com dgua ultra pura, durante 5 min
e, por ultimo, uma lavagem com eletrdlito, durante 10 min. No entanto, para
além do acondicionamento do capilar novo, foram efetuadas lavagens quer
no inicio e final do dia, quer entre andlises. As lavagens didrias consistiram

em lavagens com NaOH 1 M, NaOH 0,1 M, dgua e eletrélito, durante 2
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min cada, enquanto entre andlises, apenas se procedeu a lavagem com NaOH
0,1 M, durante 5 min, 4gua ultra pura, durante 2 min, e eletrélito durante 3
min. Todas as lavagens foram efetuadas & pressio de 20 psi e todas as solugoes
utilizadas foram filtradas, usando um filtro 0,22 pm de didmetro de poro, antes

de cada andlise.

Resultados e discussao

Andlise da degradagao por espectroscopia UV-Visivel

O tragado do espectro individual de cada estrogénio por UV-Vis foi efetuada
antes da sua andlise por EC, e assim verificar a respetiva degradagio ao fim de
7, 14,21, 28, 35, 63, 91 ¢ 126 dias. O efeito da temperatura foi avaliado em
condigdes de 4° C (frigorifico), 20° C (temperatura ambiente) e 30° C (banho-
maria), bem como ao abrigo da luz. Para estudar o efeito da irradidncia solar
direta foram utilizados tubos de quartzo com as solugbes amostra e expostas
diretamente a radiagao (GPS 40°N 11.885; 8°W 27.650) durante os 126 dias
de estudo. O valor de irradidncia média foi de 5,4 KWh/m?/dia (Huld e Suri),

representado na figura 2.
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Figura 2. Valores da irradincia média de cada més durante o estudo experimental.

Os espectros das diferentes amostras foram todos obtidos entre o intervalo
210 ¢ 300 nm. Os quatro estrogénios mostraram espectros de UV-Vis muito

similares apresentando dois picos: um primeiro ao comprimento de onda de
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226 nm e um segundo ao comprimento de onda de 281 nm.

Durante todo o estudo experimental, nao se observaram alteragoes significativas

nos espectros das amostras que se encontravam ao abrigo da luz e que se

encontravam nas condicoes de temperatura de 4°, 20° e 30°C. Contudo,

verificou-se fotodegradagio nas amostras que estiveram expostos a radiagio

solar ao longo dos 126 dias, como nos mostra a figura 3. Comparando as

formas dos espectros no dia 0 (inicio) e no dia 126 (fim), podem-se observar

alteragdes significativas, indicando degradagio dos compostos estudados.
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Figura 3. Sobreposicio dos espectros, de cada estrogénio, sobre condigoes de radiagio

solar directa

Andlise da degradagio por electroforese capilar de zona

Através da andlise dos electroferogramas (Figura 4), pode verificar-se a

diminuicdo das dreas do pico correspondentes a cada estrogénio, a0 mesmo

tempo que outros picos foram surgindo (assinalados a vermelho), resultantes

da degradagao dos estrogénios e formagao de fotoprodutos
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Figura 4. Electroferograma da amostra ao tempo zero (a); depois de 126 dias sob eféito direto da
radiagdo solar (b). ldentificacio de cada pico: (1) - E3 ; (2)- E2; (3) -EE2 (4) EI — Estrona 0.
picos ndo identificados (subprodutos?)

Analisando a figura 5 é possivel observar que ndo existe degradagio significativa
para nenhum dos estrogénios estudados, as temperaturas de 4°, 20° e 300
C ¢ ao abrigo da luz. Por outro lado, sob o efeito da radiagio solar direta, a
estrona apresenta 100% de degradagio apés 120 dias de estudo. De todos os
estrogénios alvo deste estudo, o EE2 parece ser o estrogénio mais persistente de
todos, com cerca de 20% da concentragio inicial, apds 120 dias de estudo. O
estriol apresentou a maior taxa de degradagio no inicio do estudo, apresentando
50% de degradagio apds 40 dias. Para a estrona apresentar 50% de degradagio
foram necessdrios 55 dias, enquanto para o E2 foram 60 dias e para o EE2
75 dias. De salientar ainda, que a taxa de degradacao do estriol tornou-se
muito lenta apds 80 dias de estudo. Pelos resultados obtidos neste estudo,
relativamente a degradagio destes compostos sob vdrias condi¢oes, ¢ evidente

e claro o efeito positivo da radiagio solar direta na degradagio e eliminagio
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destes disruptores enddcrinos, mesmo em concentragdes tao elevadas como
as que foram utilizadas neste estudo. Portanto, a luz solar direta nas estagoes
de tratamento de 4guas residuais, pode aumentar a remogio de alguns destes

disruptores, através do processo de fotodegradagio.
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Figura 5. Variagao da concentragio(%) de cada estrogénio, em fungio do tempo.

Conclusao

O presente estudo demonstrou que o El, E2, E3 e EE2 no intervalo de
temperaturas de 4°C e 30°C, ao abrigo da luz, no sofrem degradacio detetével
com os métodos analiticos utilizados neste trabalho. No entanto, sob radiacio

solar direta observou-se uma mudanga nas formas dos espectros obtidos, apds
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126 dias, para todos os estrogénios estudados. A andlise feita por electroforese
capilar mostrou que sob a radiagao solar direta, a estrona apresentou 100% de
degradagio apds 126 dias. O EE2 foi o tinico que pareceu ser mais persistente

e 0 E3 foi o que apresentou uma taxa de degradagio inicial mais rapida.

Outra observagio que poderd ser feita, através da andlise dos electroferogramas,
¢ o aparecimento de vérios picos correspondendo & formagio de sub-produtos
derivados da degradacio dos estrogénios. Este estudo demonstra que E1, E2,
E3 e EE2 podem ser degradados por radiagio solar natural e direta, no entanto,
outras condi¢oes ambientais, tais como: presenca de matéria orginica natural,
atividade bioldgica e variagio do teor de oxigénio, devem ser estudadas de
modo a poder tirar conclusdes mais préximas das que se tirariam tendo em

atencio as condicoes naturais (Fonseca et al., 2010).

Uso de Radioimunoensaio na determinagio de estrogénios em anfibios
nos efluentes das ETARS

Material e métodos

Para todas as andlises efetuadas, foi utilizado um contador Gamma da Siemens
Medical Solutions Diagnostics, uma centrifuga refrigerada da JP Selecta,
incubadora da marca Selecta, agitador Vortex da marca Selecta e micropipetas

manuais da marca Eppendorf.

Para a determinagio do estradiol, foi utilizado um Kit de Estradiol Duplo 125
radioimunoensaio (PIKE2D-6), fornecido pela Siemens Medical Solutions
Diagnostics contendo os seguintes reagentes: anti-corpo estradiol liofilizado
(E2D1, 5E2D1); estradiol sintético iodado 1251 (E2D2), sete padroes de
estradiol (E2D3-9), com concentragdes de 0, 5, 10, 20, 50, 150 e 500 pg
mL-1 em soro humano processado equivalente a 0, 0,02, 0,04, 0,07, 0,18,
0,55 ¢ 1,84 nM L-1 e uma solugio precipitante (N6, SNG) que consiste em

gama globulina de cabra anti-coelho.
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Para a determinagio da estrona foi utilizado um Kit de Estrone-RIA-
CT (KIPI9100) de uso diagndstico in vitro, fornecido pela DIAsource
ImmunoAssays S.A., contendo os seguintes reagentes: estrona marcada com
1251i estabilizada numa solugo tampdo, conservante de NaN3 (< 0,1%); seis
padroes de estrona, com concentragoes de 0, 12,5, 25, 50, 125, 250, 750 pg
mL-1; solugdo controle contendo soro humano e uma solugio de lavagem

concentrada (70 vezes).

As curvas de calibragio foram obtidas usando diferentes concentragoes de
padroes de antigénio, tendo os valores experimentais calculados através da

equagdo 1, fungio logistica de 4 pardmetros (4PL) (Dudley ez al, 1985)

y=[A-D)/[1+(x/C)®]]+D Equagio 1
onde:

y = valor do sinal

x = concentragio de antigénio;

A = concentragio do padrio zero

B = declive no ponto de inflexao

C = valor de concentragdo no ponto de inflexio

D = concentragio do padrio em excesso

No entanto, a fim de comparar vérias curvas padrio, os valores foram
normalizados entre 100% (A) e 0% (D), que de acordo com a razio (Schneider
etal, 2005):

Y, = (Y-D)/(A-D)*100 Equagio 2
Onde Y| ¢ a resposta normalizada, A e D sio parimetros da equagio 4PL

(Schneider ez al., 2005), podendo ainda ser expressa pela seguinte razio:

% B/B0 Equacio 3
onde:
B- concentragio do padrio zero (D)

B0 - concentragio do padrio em excesso (A)
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Locais de amostragem

Foram escolhidos seis locais para o estudo, em quatro pontos da Regiao Centro
de Portugal, dois grupos de controlo e quatro grupos-alvo em rios (efluentes
das ETARS acima referidas). Os quatro grupos-alvo estao localizados no rio
Mondego (Grupo I), com as coordenadas GPS 40 © N 11,885; 8 W © 27,650,
Rio Vouga (Grupo II) com as coordenadas GPS 40 N © 11,885; 8 W ° 27,650,
Rio Cértima (Grupo I1I) com as coordenadas GPS (40 N ° 11,885, 27,650 W
8 °) e Rio Arunca (Grupo IV) com as coordenadas GPS (39 N ° 56,062, 8 °
W 38,202). Estes quatro locais situam-se nas saidas das ETARs, onde as dguas

residuais depois de tratadas sdo lancadas nos respetivos rios.

Os dois grupos de controlo (Grupo Controle I e Grupo de Controle II)
localizados em Coimbra, um numa fonte doméstica e outro numa fonte
municipal, com as coordenadas GPS 40 © N 11,885; 8 W © 27,650 ¢ 40 ° N
11,885; 8 W © 27,650, respetivamente, onde havia a certeza que as guas nao
tinham qualquer razdo para conterem quaisquer tipos de contaminantes e, os
individuos nio estiveram expostos a concentragdes elevadas dos compostos em

estudo.

Amostragem

Para o estudo em causa, recolheram-se amostras de sangue de individuos de
ra-verde RanalPelophylax perezi. Tratando-se de uma espécie protegida por
convengdes internacionais (Convengio de Berna) e legislacio nacional e
comunitdrias especificas (Anexo V da “Directiva Habitats” Decreto-Lei 140/99
de 24 de Abril, retificado pela Declaragio de Retificagio n.c 10-AH/99, de
31 de Maio, alterado pelo Decreto-Lei n.© 49/2005, de 24 de Fevereiro,
que o republica), solicitou-se a0 Instituto da Conservagio da Natureza ¢ da
Biodiversidade (ICNB), uma licenca para captura, deten¢io tempordria e

recolha de material bioldgico dos individuos.

De salientar, que foi complicado a captura destes individuos, jd que estes nio
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abundavam nos locais de amostragem escolhidos. A detengio foi restrita ao
tempo necessario para a manipulagio dos individuos com vista  obtengao de
uma amostra de material biolégico (sangue) in situ. A captura dos individuos
foi efetuada recorrendo a redes de méo do tipo “camaroeiro” (dip-nets), sendo,

posteriormente, anestesiadas usando cloroférmio embebido em algodao

(Figura 0).

Figura 6. Captura das ras Rana/Pelophylax perezi e sua imobilizagio

Na colheita de sangue dos individuos anestesiados, utilizaram-se seringas
hipodérmicas (uma por individuo, para nio ocorrer qualquer tipo de
contaminagdo) para extrair cerca de 1 mL de sangue de cada individuo (Ver

Figura 7).

Figura 7. Colheita de material bioldgico (sangue) das ris Rana/Pelophylax perezi

Apés a obtengio de cada amostra biolégica, os individuos capturados foram
todos libertados no respetivo local de captura, ndo apresentando qualquer tipo

de limitagdo.

Preparagao das amostras

Apés a recolha de sangue de cada individuo, este foi transferido para um tubo,

135 |



para colheita de soro, com gel de separacio e ativador de codgulos, sendo
imediatamente acondicionado numa arca frigorifica a 4°C. Posteriormente,
foram transportadas até ao laboratrio, para se efetuar os respetivos
processamentos. Todas as amostras de sangue foram centrifugadas a 5000 g
usando uma centrifuga refrigerada da marca JP Selecta, & temperatura de 4
°C, durante 10 min, para total separagio da fragio de soro. O soro foi entio
retirado para eppendorfs de 1 mL e armazenados numa arca frigorifica a

temperatura de -20 °C, antes da medicao dos estrogénios por RIA.

Resultados e discussao

Quantificagio dos estrogénios nas amostras de soro

Os niveis dos estrogénios foram quantificados em cada amostra, em triplicado,
apos o procedimento experimental descrito nos préprios KITs de estradiol

(volume de 200 pL) e estrona (volume de 100 uL).

Apés a leitura do sinal (contagens por minuto) de cada amostra, converteram-

se os valores para pg mL-1, conforme os dados que constam da tabela 3.

Tabela 3. Caraterizagio e resultados das concentragoes de estrogénios nos individuos ri-verde Rana/

Pelophylax perezi
Ne de , Estrona Estrona média  Estradiol média Estradiol
sl s Géner® 1 ™,
individuos média cpm pg/mL cpm média
Grupo I 4 d‘ 10258,9 36,75 2595,6 149,431
Grupo II 4 ad 9104,6 53,31 4091,65 37,221
Grupo III 4 d 8819,4 58,16 2834,05 118,103
Grupo IV 4 d 6972,35 100,98 4513,3 25,312
Grupo
e 4 ad 10439,6 34,52 7553,1 0,0370
Grupo
Controle IT 4 d 11869,5 19,34 3963,15 41,798
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Analisando os valores das concentragoes de estrogénios encontradas nos 24
individuos estudados, verifica-se que, os niveis de concentragio de estradiol
registados sdo mais elevados que os observados para a estrona, nos grupos
experimentais I, III e no grupo de controlo II. O inverso sucede nos grupos

experimentais II, IV e grupo de controlo I (Figura 8 ¢ 9).

W Estrong concentraglo pafml

Grupo Controle Il _

Grupo Controle | _
supo v —
Grupo 11 |
Grupot |—

Grupo !
o S0 100 150
Estrona Grupa | | Grupoll | Grupom | Grupo v | Grupo Controle | [ Grupe Controle 1
Conc pg/mL 368 33.3 58.2 101.0 a5 19
op 0.2 1 0.8 09 2 1

Figura 8. Concentragdes de estrona nos individuos ra-verde Rana/Pelophylax perezi

Grupo Controle 1| |l W Estradiol concentragdo pgfml
Grupn Controke | |
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Grupo | | ——
o 50 100 150 200
Estradiol Grupol | Grupoll | Grupo il | Grupo v | Goupo Controle | | Grupo Controle |1
Conc pgfmil 14% arz2 1181 75,310 004 418
oe 1 02 0,1 0003 002 09

Figura 9. Concentragoes de estradiol nos individuos ra-verde Rana/Pelophylax perezi
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Como na literatura nao foram encontrados trabalhos em que a amostra fosse
similar, procedeu-se & comparacao dos resultados obtidos, entre os grupos
experimentais ¢ o grupo de controlo I e controle II, recorrendo-se ao teste
de Kruskal Wallis. A posterior comparagio entre pares de grupos (Tab. 4)
foi realizada com o teste U de Mann-Whitney. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para a andlise estatistica foi
utilizado o Statistical Package for the Social Sciences, versio Windows (SPSS
18.0).

Tabela 4. Comparagio entre os pares de grupos e o grupo de controle I

Estradiol (pg/ml) Estradiol (pg/ml)

n Média Desvio-padrio P n Média  Desvio-padrio P

Grupo I 4 149 1 4 36,8 0,2

Grupo 1T 4 372 02 4 53 1

Grupo III 4 118,1 0,1 0,001 4 58,2 0,8 0,001
Grupo IV 4 25,310 0,003 4 101,0 0,9

Grupo de controlo IT 4 0,04 0,02 4 35 2

! Kruskal Wallis Test

Para o estradiol existe um predominio de valores mais elevados nos grupos
experimentais face ao grupo de controlo I, com diferencas estatisticamente
significativas (p=0,001). Nas comparagoes entre pares de grupos, envolvendo
cada um dos grupos experimentais e o grupo de controlo I as diferencas
de valores mantém-se significativas qualquer que seja o par comparado (p
<0,05).

Na estrona a significAncia estatistica permanece para a comparagio entre 0s
diversos grupos envolvidos (Tab. 5), igualmente com valores mais elevados
para os grupos experimentais. Uma posterior comparagio entre pares de
grupos revela que tais diferencas sio significativas quando em causa os
grupos experimentais II a IV e o grupo de controlo I (p <0,05). No par

experimental I/controlo I o p observado foi néo significativo.
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Tabela 5. Comparagio entre os pares de grupos e o grupo de controle II

Estradiol (pg/ml) Estradiol (pg/ml)

n  Média  Desvio-padrio p n  Média Desvio-padrio p

Grupo I 4 149 1 4 36,8 0,2

Grupo II 4 37,2 0,2 4 53 1

Grupo III 4 118,1 0,1 0,001 4 58,2 0,8 0,001
Grupo IV 4 25,310 0,003 4 101,0 0,9
Grupodecontrolo Il 4 41,8 0,9 4 19 1

! Kruskal Wallis Test

No estradiol, quando o grupo de controlo utilizado ¢ o II, nem sempre o
predominio de valores mais elevado se observa nos grupos experimentais.
Em concreto os grupos experimentais II e IV apresentam valores mais baixos
que os registados no grupo de controlo. As comparagbes entre conjunto dos
grupos envolvidos registam valor significativo (p=0,001), mantendo-se essa
significAncia aquando da comparagio entre cada um dos grupos experimentais

e o grupo de controlo II (p <0,05).

Na estrona a significAncia estatistica permanece para a comparagio entre os
diversos grupos envolvidos, igualmente com valores de maior grandeza para os
grupos experimentais, sendo as diferencas significativas, quer nas comparagoes
realizadas para o conjunto dos grupos (p=0,001), quer na comparagio entre

pares de grupos (experimental I, II e I1I versus grupo de controlo II; p <0,05).

Sendo os valores de concentragio de estradiol tabelados mais elevados que os
observados para a estrona nos grupos experimentais I e III e menos elevados
nos grupos experimentais II e IV, cruzaram-se estes dados com o nimero de
habitantes servidos pelas ETARS estudadas no capitulo IV, conforme se pode

ver na figura 10.
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Figura 10. Comparagio entre os pares de grupos experimentais e o n° de habitantes que sio

servidos pelos efluentes das ETARS (rios)

Para a estrona obtiveram-se valores mais elevados para os efluentes das ETARs que
servem um n° de habitantes de 20 500 (ETAR 7) e 50 000 habitantes (ETAR 5),
existindo um predominio de valores mais elevados nos efluentes das ETARs que
servem um n° de habitantes de 20 500 (ETAR 7) e 180 000 habitantes (ETAR

2), para o estradiol.

De acordo com os resultados obtidos, hd uma evidéncia da persisténcia de estrona
e estradiol a safda das ETARS estudadas, indicando claramente uma ineficiéncia
na remogao destes compostos durante o tratamento das dguas residuais, e que sao
sistematicamente langadas nos rios, lagos e oceanos, afetando os ecossistemas e a

dgua potdvel que serve as populacoes.

Conclusao

Este estudo fornece evidéncias sugerindo que a prolongada exposicio aos efluentes
das ETARs pode causar efeitos cumulativos de estrona e estradiol em individuos
do género masculino de individuos de ra-verde Rana/Pelophylax perezi. Devido a
falta de estudos com valores de referéncia de concentracao de estrogénios nestes
individuos, é dificil dizer que os efeitos sejam compardveis aos efeitos observados
e descritos nos vdrios estudos efetuados em vertebrados, tais como feminizagio,

infertilidade masculina, etc., possivelmente resultando num efeito ao nivel da
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populagio. Pode-se, no entanto, deduzir que hd processos cumulativos de
estrogénios nestes individuos do género masculino, que tém o seu habitat natural
em ambientes de dgua doce, nos rios estudados, onde os efluentes das ETARs
sdo langados, com evidente potencial atividade estrogénica, jd que os estrogénios

pesquisados sao hormonas femininas.

De referir ainda que ao longo da captura destes individuos ao longo dos rios,
se observaram algumas fémeas (que ndo estio incluidas neste estudo) que
apresentavam algumas modificagdes anatémicas, nomeadamente uma pele mais
fina, membros superiores ¢ inferiores bastante mais alongados que 0 normal e uma

extrema magreza.

De realcar ainda, que estes animais pela sua natural fisiologia e por viverem na
dgua, ttm sido permanente expostos a poluigéo qul’mica presente nos sistemas
aqudticos, sendo a atividade estrogénica apontada como uma séria causa para

declinio global das vérias espécies de anfibios e a crescente extingdo destes animais.

Consideragoes finais

Atualmente a ocorréncia de estrogénios naturais e sintéticos, enquanto firmacos
e disruptores enddcrinos, podem apresentar efeitos adversos nos humanos,
organismos aqudticos e terrestres, podendo ser traduzido num preocupante

problema de satide publica, animal e ambiental, a varios niveis.

Estudos demonstram que estes efeitos podem ser detetados a qualquer nivel da
hierarquia bioldgica: célula, 6rgios, organismos populagoes e ecossistemas (Solé,
Raldua, Barcel, & Porte, 2003). Estudos #m ligado os DE a efeitos biolgicos
adversos em animais, dando origem a uma preocupagio crescente de que niveis
baixos possam causar efeitos similares em humanos, dependendo da dose e do

tempo de exposicio.

A quantificagio precisa de estrogénios naturais e sintéticos nos efluentes das ETARs
¢ primordial na avaliagio de uma potencial ocorréncia de disrup¢ao enddcrina nos

seres vivos em geral (Ying ez al, 2000), jd que sdo continuamente lancados nos
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sistemas aqudticos, sem qualquer restricio (Bila ez L, 2007).

Além da excrecio natural dos estrogénios naturais pelos humanos e animais, hd que ter
uma atencio especial para os estrogénios sintéticos, ndo s6 os que sio utilizados como
anticoncecionais e nas terapias hormonais, como também os residuos hospitalares e
da industria farmacéutica, e até medicamentos com prazo de validade expirado e sua

eficiente eliminaco.

Em Portugal, as informagbes sobre a ocorréncia de estrogénios no ambiente sao ainda
algo limitadas. Seria desejével um levantamento detalhado para melhor compreender
a distribuicio destes compostos no ambiente, especialmente nos efluentes das ETARs,
nos solos, nas dguas superficiais e em dguas subterrineas. Virios estudos efetuados neste
campo, noutros paises, ém comprovado a seriedade e a diversidade de problemas que

podem advir da exposicio a estas substincias.

Assim, o efeito dos DE, na satide humana e animal deve ser analisado de forma ordenada
e qualitativa, tendo-se em consideragio as preocupagoes e necessidades especiais da

sociedade dentro das classes e produtos.

Como condlusio deste estudo, pensamos que num futuro proximo, se deve
obrigatoriamente implementar um acompanhamento sistemdtico na determinagio de
estrégenos em todas as ETARs, de acordo com o ntimero de habitantes que cada uma
serve, bem como a aplicagio da legislagio especifica e vigente, ainda que atualmente
seja muito escassa, no controlo destes compostos nos efluentes das ETARs; na ndo
utilizagio de lamas, provenientes do tratamento das dguas residuais, como fertilizantes
na agricultura; a separaio de dguas residuais domésticas, hospitalares e industriais e

ainda o controlo de administragio de hormonas nas pecudrias e aquaculturas.

Nostltimosanos, eem face dos resultados dos varios estudos relativos 3 sistemética ocorréngia
e persisténcia de estrogénios no ambiente, muitos cientistas e pesquisadores pelo mundo,
tém efetuado estudos sobre a melhor forma de remover estes compostos nos tratamentos
das 4guas residuais. Contudo, ainda néo se conseguiu um traamento eficiente nas ETARs
para estes compostos e outros igualmente nocivos, sendo este um caminho prioritdrio e

obrigatdrio, como uma questio pertinente de satide pblica animal e ambiental.
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Estudo QSAR 3D de complexos tricarbonilo
de Re e Tc com afinidade estabelecida
para os recetores SHT

Zélia Barbosa

Virias estratégias podem ser utilizadas no desenvolvimento de fdrmacos.
Algumas envolvem alteragoes de natureza estereoquimica nas moléculas, para
que seja melhorada a ligagao entre o firmaco ¢ o alvo ou mudanca de grupos
funcionais ou substituintes de forma a melhorar a farmacocinética e/ou a
farmacodinimica do fdrmaco que envolvem a sintese de vérios andlogos. Se
forem consideradas todas as combinagbes possiveis o numero de andlogos que
pode ser sintetizado ¢ infinito. Assim, é claramente vantajosa uma abordagem
racional, para decidir quais as alteragoes a realizar na molécula. A abordagem
QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) tem demonstrado ser
muito Gtil na resolugo destes problemas. Esta abordagem visa identificar e
quantificar as propriedades fisico-quimicas do firmaco para as correlacionar
com a sua atividade bioldgica. Se essa relagio for encontrada, é possivel escrevé-
la sob a forma de uma equagio matemdtica permitindo assim identificar as
propriedades que desempenham um papel importante na farmacocinética ou
na farmacodinimica do firmaco e obter informagio sobre as novas estruturas
a desenvolver. Esta estimativa antecipada da atividade bioldgica de uma nova
molécula a sintetizar apresenta vantagens evidentes. As propriedades mais
comuns num estudo QSAR sio as propriedades hidrofdbicas, eletrénicas

¢ estereoquimicas uma vez que ¢ possivel quantificar esses efeitos (Patrick,
2005).

Os recetores 5-HT, pré ou pés-sindpticos desempenham um papel bastante
importante na regulagio do humor, cognicio e controlo motor, fungées que
se encontram alteradas nos doentes esquizofrénicos, e que sio profundamente

alteradas pelos agentes anti psicdticos (Caliendo, Santagada, Perissutti &
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Fiorino, 2005). Estudos post morten demonstraram a existéncia de uma
reducao na densidade dos recetores 5-HT,, em pacientes com doenga de
Alzheimer ( Bowen, Najlerahim, Procter, Francis & Murphy, 1989). O
receptor 5-HT, é um dos recetores associados a proteina G e inibe a atividade
da adenilatociclase (B. Kobilka, Frielle, Collins, Yang-Feng, T. Kobilka,
Francke, Lefkowitz & Caron, 1987).

Devido a importincia deste recetor em patologias do foro psiquidtrico a
descoberta de novos ligandos tem sido uma importante drea de investigagio
neurobiolégica. Do ponto de vista quimico, os ligandos conhecidos podem
ser divididos em diferentes classes (Caliendo, Santagada, Perissutti & Fiorino,
2005; Olivier, Soudijn, van Wijngaarden 1999; Oh, Ha, Chi & Lee, 2001;
Lopez-Rodriguez, Ayala, Benhamu, Morcillo &Viso, 2002; Pessoa-Mahana,
Araya-Maturana, Saitz & Pessoa-Mahana, 2003).

Material e métodos

A estratégia de modelagio consistiu em vdrios passos. O primeiro e mais longo
consistiu numa extensa pesquisa bibliogréfica de complexos tricarbonilo de Re
e de ”™Tc preparados com o objetivo de visualizar os recetores da serotonina
5-HT,, e com aafinidade para este recetor determinada experimentalmente em

termos de IC, por ensaios de competigio usando homogenado de hipocampo

de cérebro de rato e [*H]-8-OH-DPAT como radioligando.

Desta pesquisa resultaram vinte estruturas distintas que cumpriam estes

requisitos.

Na Figura 1 apresentam-se as estruturas dos complexos utilizados neste estudo.
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Figura 1. Estrutura dos complexos incluidos no estudo

Na Tabela 1 apresentam-se os valores experimentais da afinidade para

bem como o valor do coeficiente de partigdo octanol/

0 receptor S—HT1 N
dgua, usando o programa informdtico cLogP (versio 4.0; BioByte Corp) um

programa validado com um niimero muito elevado de valores experimentais
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de firmacos. Este programa calcula o LogP utilizando o método da adigio de

fragmentos.

Tabela 1. Valores da afinidade experimental dos
complexos com o receptor e do Coeficiente parti¢io

octanol/dgua usando o programa cLogP

Complexo IC,, 5HT,, .y cLogP
1 5+4 2,595
2 630 2,391
3 285+4 6,483
4 1100+4 7,748
5 200+4 7,163
6 20+0,1 6,155
7 0,172+0,003 4,369
7a 0,172+0,003 2,264
8 0,71+0,02 1,978
8a 0,71x0,02 1,978
9 9290+212 5,264
10 8130+505 1,722
11 4666+155 4,659
12 0,65+0,01 5,173
13 66,5¢1 0,399
14 21,9+0,5 1,538
15 23,240,2 4,747
16 710 0,423
17 60 1,204
18 21710 0,775

Os compostos 3,5,8,10,12,13 ¢ 18 foram caracterizados por difragio de
raios-X de cristal inico e depositados no CCDC (Cambridge Crystallographic
Data Centre), sob os ntimeros 235824, 235823 (Amlaiky, Ramboz, Boschert,
Plassat & Hen, 1992), 157756 (Adham ez 4/,1993;19], 189597 (Sodhi &
Sanders-Bush, 2004), 157757,250856 (Adham ez al.,1993; Hoyer ez al.,1994)
e 160746 (Oh, Ha, Chi & Lee, 2001), respetivamente, o que constituiu uma
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situagdo Otima para a elaboragio da base de dados estrutural, que constituiu

o segundo passo.

As estruturas foram modeladas utilizando o programa informdtico Molecular
Modeling Pro Plus (MMP, versio 6.24; ChemSW, Inc.) e em seguida
exportadas no formato de base de dados em MS Access (Versio 2003,
Microsoft Co).

Os complexos que tinham sido caracterizados por difragao de raios-X de
cristal Unico, foram entio colocados na base de dados, sem terem sido alvo
de qualquer modificago estrutural. No caso dos complexos que ndo tinham
sido caracterizados pela referida técnica, foi utilizada a estrutura cristalogréfica
mais proxima do composto a modelar a qual foi depois editada em modo 3D
até se obter a estrutura pretendida. As estruturas das moléculas editadas, e
s6 as destas, foram posteriormente alvo de minimizagao energética em todas
as secgdes editadas utilizando algoritmos de Mecénica Molecular (MM2) e

seguidamente enviadas para a base de dados (Dyott, Stuper & Zander, 1980).

Os programas de modelagio atualmente disponiveis calculam de forma
automdticauma grande quantidade de descritores moleculares (“propriedades”)
de caricter global, utilizando algoritmos rdpidos de Mecinica Molecular ou de
Mecanica Quéntica (semi-empiricos). Estes descritores tém necessariamente
de ser complementados com um conjunto alargado de propriedades
especificas para o modelo em causa. No caso considerado, e para além dos
mais de 140 descritores moleculares calculados pelo programa MMP, foram
também calculadas e adicionadas todas as propriedades moleculares, na sua
maioria locais, que se julgou poderem de alguma forma influenciar a afinidade

da molécula para com o recetor.

Foi também calculado o logaritmo do coeficiente de parti¢io octanol/dgua,
com o programa cLogP versio 4.0; BioByte Corp. (cLogP), cujo valor se

adicionou a base de dados
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Elaboragao da base de dados

A base de dados foi criada no formato Access 2003 (Microsoft Office Access
2003 versdo 5.1.2600 Service Pack 2 Compilagio 2600). As estruturas
tridimensionais dos 20 complexos foram modeladas utilizando o programa
MMP sempre que possivel recorrendo aos dados de cristalografia e depois
gravadas na base de dados utilizando o formato MacroModel file (*.dat, MDL
Information Systems Inc) (Mohammadi e# 4/, 1990). O programa permite
adicionar vdrias dezenas de propriedades moleculares calculadas para cada
uma das estruturas introduzidas as quais sio depois correlacionadas com
a respetiva atividade bioldgica do composto, neste caso, a afinidade para o

recetor S—HT1 o

Avaliou-se diretamente a correlagio em bruto de cada uma das propriedades
com a varidvel resposta. Quantificou-se a correlagio existente entre todas as
propriedades moleculares integrantes da base de dados (matriz correlacional
com todas as propriedades moleculares) e a varidvel resposta logl/IC,; e
selecionados os melhores (leia-se mais correlacionados) descritores moleculares
para cada tipo de interagdo possivel (lipofilia, polaridade, comprimento do
espacador, etc.). A base de dados ficou assim com um total de 49 propriedades

moleculares.

Procedeu-se entdo a uma verificagio de que formaas varidveis se correlacionavam
com a varidvel resposta simulando a construgio de modelos de até 4
varidveis incluindo transformagdes, (nomeadamente logaritmos), bem como

combinagoes nao lineares (multiplicacdo, divisio, elevago a uma poténcia).

Resultados

Elaboragio de modelos

Apés a elaboragio da base de dados definitiva procedeu-se ao tratamento

estatistico dos dados, tendo em conta a dimensdo e representatividade da
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amostra. Além disso, é fundamental avaliar os modelos em termos do seu poder
de previsdo. Para esse efeito, foram utilizados métodos de validagio cruzada

separando a amostra entre grupo de treino e grupo de teste e por intermédio de
andlise PRESS (Predicted Residual Sum of Squares).

Numa fase inicial, utilizando o programa Molecular Analysis Pro (Norgwyn
Montgomery Software Inc) foram extraidos todos os modelos até 4 varidveis,
posteriormente foram ordenados por valores decrescentes de coeficiente de

determinacio (r?).

Tabela 2. Modelos com quatro varidveis

Modelos de quatro varidveis para log(1/IC, )
Varidvel Df Intercegio Coeficiente 2 Probabilidade
Ligagoes de H (Hansen) 19 0,862915 -0,435788 0,815105 0,0000225952
(Distancia do metal ao tltimo dtomo
'; de N do anel nio aromdtico do 0,0208382
E farmacéforo)?
S
2 Coeficiente de parti¢do octanol/dgua 0.24254
calculado usando cLogP ?
log(1/N° Grupos Funcionais) -2,58877
(Ligagoes de H Hansen)” 19 -0,995683 -0,0252226 0,814513 0,0000231288
(Distancia do metal ao tltimo dtomo
«  de N do anel nao aromdtico do 0,0206987
_3 farmacéforo)?
3
S Coeficiente de particio octanol/édgua .
calculado usando cLogP 0,226637
Logaritmo decl.mal .do inverso do ne. 233126
de grupos funcionais
Ligagoes de H (Hansen) 19 0,771348 -0,447529 0,816557 0,0000213297
(Cocficiente de particao octanol/dgua
e calculado usando cLogP)* -0,0317526
)
-5 (Distancia do metal a0 dltimo dtomo
EQ de N do anel nao aromético do 0,0200587
farmacéforo)?
Logaritmo decllmal ‘do inverso do ne. 281083
de grupos funcionais
(Ligag6es de H Hansen)2 19 -1,13653 -0,0257657 0,815044 0,0000226493
(Coeficiente de partigio ?ctanol/agua 0,0204745
«  calculado usando cLogP)*
o
<% (Distancia do metal ao tltimo dtomo
Ee de N do anel nao aromitico do 0,0199625
farmacéforo)?
Logaritmo decimal do inverso do ne. 253547

de grupos funcionais
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Com vista 2 obtengio de modelos fidveis analisou-se a correlagio entre as

varidveis usadas pelos modelos obtidos. Em cada modelo nao pode haver

varidveis fortemente correlacionadas entre si (superior a 0,6).

Da regressao com todas as combinagdes resultaram quatro modelos validos

com quatro varidveis e com r*> 0,8 os quais s3o apresentados na Tabela 2.

Os modelos foram obtidos por regressao linear maltipla (RLM) e sujeitos a

uma andlise estatistica exaustiva incluindo andlise PRESS para avaliar a sua

significAncia e capacidade de previsio.

Tabela 3. Andlise de varidncia dos modelos

Origem da variagao ‘ df ‘ SS MS Estatistica Probabilidade
Total (nio corrigido) 20 92,7992 -0,435788

v: Média 1 50,00292 0,0208382 F=16,53174

z; Total (corrigido) 19 42,79628 -0,24254 7=0,8151

= Regressio 4 34,88344 8,72086 §=0,72631
Residuos 15 7,91283 -2,58877 0,52752
Total (nao corrigido) 20 92,7992 -0,0252226

~ Meédia 1 50,00292 0,0206987 F=16,46703

)

g Total (corrigido) 19 42,79628 ’=0,81451
Regressio 4 34,85812 -0,226637 8,71453 $=0,72747
Residuos 15 7,93816 -2,33126 0,52921
Total (nao corrigido) 20 92,7992 -0,447529

“ Média 1 50,00292 -0,0317526 F=16,69237

:E Total (corrigido) 19 42,79628 ’=0,81656

8 Regressio 4 34,94562 0,0200587 8,73641 $=0,72345
Residuos 15 7,85066 -2,81083 0,52338
Total (nio corrigido) 20 92,7992 -0,0257657

« Média 1 50,00292 -0,0294745 F=16,52509

EE Total (corrigido) 19 42,79628 ”=0,81504

= Regressao 4 34,88085 0,0199625 8,72021 §=0,72643
Residuos 15 7,91543 -2,53547 0,5277

Nota: probabilidade de significancia F <0,0001

df= Graus de liberdade; $S= Soma dos quadrados; MS= Quadrado da média; F=Teste F de Fischer
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Os resultados da andlise estatistica dos modelos sio apresentados na Tabela 3.
Todos os modelos possuem uma andlise estatistica bastante razodvel e uma boa

capacidade de previsdo, visto que todos possuem r* superior a 0,8 ¢ passaram
na andlise PRESS.

Os residuos dos quatro modelos apresentam-se distribuidos aleatoriamente.

Pode entio inferir-se que os quatro modelos apresentados possuem solidez e

validade.

Discussao e conclusio

O objetivo deste trabalho foi estabelecer relagdes estrutura-atividade com
utilidade para o processo de desenvolvimento de compostos tricarbonilo
de Re e Tc com afinidade para os receptores serotoninérgicos 5-HT ,. A
estratégia utilizada foi a de utilizar propriedades moleculares estimadas por
modelagio computacional por permitirem a sua utilizagdo em moléculas ainda
ndo sintetizadas. Os modelos tomaram a forma de equagdes matemdticas e

descrigoes de farmacéforos.

Na pesquisa bibliogréfica efetuada, alguns autores apontam fatores importantes
para o sucesso ou insucesso da ligagdo iz vive de uma molécula ao recetor. Este
¢ o caso, por exemplo, do coeficiente parti¢io octanol/dgua, importante para a
afinidade, mas também para a possibilidade dos compostos atravessarem a BHE
(Johannsen & Pietzsch, 2002). A facilidade de efetuar ligagoes de hidrogénio
foi também relacionada com a afinidade para o recetor podendo contribuir
positiva ou negativamente segundo os autores (Johannsen & Pietzsch, 2002).
Outros fatores como tamanho da molécula (Caliendo, Santagada, Perissutti
& Fiorino, 2005) e conformagio dos anéis sao também referidos por outros
autores como tendo impacto sobre a afinidade e seletividade (Gastone &
Bertolasi, 1979; Huff e a/,1985; Kuipers et al., 1995).

Apesar de existirem estudos estrutura-atividade para os recetores SHT

efetuados com compostos organicos, ndo existem estudos que se dediquem
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especificamente a compostos organometdlicos. Assim, o objetivo do trabalho
apresentado consistiu efetivamente em tentar realizar estudos de estrutura/
atividade para os complexos organometdlicos de Tc(I) e Re(I) com afinidade
para os recetores SHT,,. Dada a potencial importincia destes compostos
para a imagiologia médica foi considerado que o estabelecimento de relagoes
QSAR poderiam ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de novas
moléculas para este fim, tanto ao nivel dos compostos a sintetizar como, muitas

vezes mais importante, definindo os caminhos que nio se devem seguir.

Tendo em conta a variedade de propriedades moleculares incluidas nos estudos
(mais de 200) considera-se muito relevante que os modelos desenvolvidos
tenham convergido em apenas 4, todas com relevancia tendo em conta as

interagbes moleculares que se sabe estarem em jogo.

Nos nossos modelos verificou-se que a varidvel comprimento do espagador
aparece sob a forma de uma funcio quadrética. Este tipo de variagao significa
que a afinidade aumenta com o aumento da cadeia alquilica entre o centro
metdlico e o farmacéforo do complexo. Mas esta correlagio s6 se verifica até um
certo ponto. Ultrapassado este ponto a afinidade diminui. Devemos referir que
este efeito jd tinha sido constatado experimentalmente (Caliendo, Santagada,
Perissutti & Fiorino, 2005; Lopez-Rodriguez et al.,, 1999).

Os modelos incluem ainda o fator niimero de grupos funcionais, que aparece
como uma fungo linear. Este facto leva a concluir que um complexo com um
ligando bifuncional tem uma afinidade superior a um complexo idéntico que

possua apenas um ligando funcional.

Assim, aquando da sintese de complexo tricarbonilo de Re e *™Tc com

afinidade para os recetores 5-HT|, da serotonina deve ter-se em conta:

* A distincia entre o centro metdlico ¢ o segundo dtomo de azoto do

farmacéforo. Esta distAncia ndo se deve encontrar no intervalo 6,5 — 11 A.

* O valor do coeficiente de parti¢io octanol/dgua. Este valor deve estar no

intervalo 2 — 4,5.
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*  Acapacidade do complexo efetuar ligagoes de hidrogénio de Hansen. Este

deve estar incluida no intervalo 7 — 10.
*  Avantagem em utilizar ligandos bifuncionais.

Seria efetivamente muito interessante que se obtivessem novos dados
experimentais que permitissem validar os modelos desenvolvidos. Seria também
muito interessante alargar os modelos a outros pardmetros, nomeadamente ao
comportamento in vivo dos radiofirmacos, tanto a nivel da farmacocinética

como da farmacodinimica.
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Como o cérebro processa a informagao
semantica em individuos com e sem
Perturbagbes do Processamento Auditivo
(Central): da investigacdo ao ensino e a
prtica clinica

Carla Matos Silva, Maria Armanda Costa

& Isabel Barahona da Fonseca

A linguagem ¢ por exceléncia um meio de conhecimento que se encontra
em estreita relacio com a vivéncia imediata de cada ser humano com o meio

envolvente.

O processamento da palavra implica a ativagio de redes seminticas nas
quais as palavras, representadas por itens lexicais, criam campos conceptuais
(Geeraerts, 2010), sendo que 0s processos de categorizagio semantica ocorrem
criando maiores ou menores relagoes de proximidade entre os itens lexicais
(Mahon & Caramazza, 2009). Verifica-se que a precisio da resposta e o tempo
de reagio numa tarefa de decisao lexical melhoram sempre que a palavra alvo
¢ precedida por uma palavra semanticamente relacionada em oposi¢io a um

item independente ou desviante (Kutas, & Iragui, 1998).

As teorias sobre o acesso lexical pretendem teorizar como é que o sinal da
fala dd acesso a representagdes num léxico mental (itens armazenados em
meméria) sendo depois reconhecido como identidade da lingua. A fala, que
se inicia com a ativagdo de capacidades percetivas por um dado estimulo
(input) e que se espera que culmine no seu reconhecimento, como uma
entidade linguistica com sentido (ouzpuz), hipoteticamente configurada numa
representagio mental armazenada em meméria. O processo culmina com a
identificagao do estimulo, ou seja, a sua correspondéncia com a representagio

mentalmente ativada (Aitchison, 2002).
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Os Fvent Related Potentials (ERDs) refletem o efeito dos estimulos nos sinais
EEG, depois de identificados pelos métodos de andlise (melhoria da relagio
sinal/ruido) e correspondem ao efeito conjunto dos potenciais pds-sindpticos
de um grande conjunto de neurdnios sincronicamente ativos. Sio um
indicador de processamento que tem uma resolugio temporal muito elevada,
na ordem dos milissegundos. Concentrimo-nos num particular efeito ERD
denominado N400.

O termo N400 ¢ usado como um rétulo heuristico para a atividade cerebral
relacionadaaestimulo, cujo inicio ocorre por volta dos 200-600 ms da janela pés-
estimulo, com uma morfologia e topografia carateristicas e, fundamentalmente,
um padrio de sensibilidade em relagio a varidveis experimentais (Kutas &
Federmeier, 2010). Este ERP negativo surge entre os 250 e 550ms, com um
pico méximo nos 400ms e é influenciado pelo processamento de informagio
semantica. Quanto mais fécil for a adequagio entre o significado de uma
palavra de contetdo especifico e a especificagio semantica do contexto, menor
serd a amplitude N400 (Hagoort, Hald, Bastiaansen, & Petersson, 2004).
Esta visio também pode explicar a constatagio de que terminages andmalas,
menos esperadas, produzem respostas N400 maiores do que as terminagdes
mais esperadas (sugere-se que a integracao é mais dificil quando as expectativas
nio sio cumpridas do que quando sio cumpridas) e explica que o priming

semantico produza efeitos N400.

Brown & Haggoort (1993) sugerem que a amplitude N400 ¢ um indice de
processos de integragio semantica da palavra atual no contexto do discurso
construido tendo por base as palavras anteriores. Neste ponto de vista, o
aumento da amplitude do N400 reflete 0 aumento da dificuldade de integracio
da palavra fundamental no contexto da frase anterior. Como alternativa, a
amplitude do N400 classifica processos associados com a ativagio e recuperagio
lexical basica (Kutas & Federmeier, 2000). Neste ponto de vista, as amplitudes
reduzidas refletem acesso facilitado a informagao lexical quando o contexto
da palavra ou frase pode pré-ativar os aspetos da representagio da palavra

fundamental, onde também serd considerado o conhecimento do mundo.
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O N400 ¢ amplamente descrito como uma consequéncia do aumento da
dificuldade de acesso da informagio lexical armazenada em decorréncia da
anomalia semantica (Osterhout & Holcomb 1995; Lau, Almeida, Hines, &
Poeppel, 2009), sendo um dos indicadores eletrofisiologicos cerebrais (ERPs)
mais utilizados para o estudo dos processos seménticos e cognitivos envolvidos
1o acesso € na integragio semantica. A utilizagio de testes psicofisiolégicos para
evocar componentes cognitivos de ERDs foi implementada e estudada numa série
de linguas, no estudo da meméria (Marchand, Lefebvre, & Connolly, 2006)e no
ambito da ciéncia forense (Lefebvre, Marchand, Smith, & Connolly, 2007).

Os ERPs, do ponto de vista dos geradores intracranianos, correspondem a
atividade de determinadas regi6es neocorticais, onde o sinal provoca uma excitagio
dos neurénios piramidais no espago extracelular resultando numa negatividade na
regido apical das dendrites e num potencial positivo na drea do soma. A diferenca
de voltagem com fluxos iénicos entre os dois polos aproxima-se a um dipolo.
O ERP ¢ construido pela somagio de dipolos, que transportam uma orientagio

cortical semelhante e uma atividade sincronizada (Luck, 2005).

As perturbagoes do processamento auditivo (central) (PPAC) sao entendidas
como uma perda auditiva funcional em que o individuo fica incapacitado
de cumprir uma ou mais capacidades do processamento auditivo (central)
(PAC), (Musiek & Chermak, 2007; Katz, Chasin, English, Hood, & Tillerry,
2014), residindo a maior parte das queixas na dificuldade de compreensao
do discurso principalmente em ambientes de escuta dificil com degradacio
do sinal e/ou ruido competitivo (Schochat, 1997; ASHA, 2005). Baran &
Musiek (2001) consideraram que a utilizagio de uma bateria de testes na
avaliagio do PAC, constituida por testes audiolégicos comportamentais e
eletrofisioldgicos, nao sé é prudente como é necessdria. Tanto quanto sabemos
ndo existem trabalhos acerca da utilizagio do N400 para avaliar o PAC, ainda
que seja um marcador eletrofisiolégico da integragdo seméntica, exatamente
onde residem grande parte das queixas dos individuos com Perturbages
do Processamento Auditivo. Assim, o presente estudo tem como objetivo

perceber os aspetos de violagio de propriedades do campo semantico, criando
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condigdes de congruéncia/incongruéncia, por via auditiva, em individuos
com e sem Perturbagdes do Processamento Auditivo Central, utilizando para
o efeito testes comportamentais ¢ eletrofisioldgicos. Pretende-se, de igual
modo, aplicar no ensino e na pratica clinica o conhecimento adquirido no

4mbito desta investigagao.

Metodologia

A presente investigagio foi constituida por um estudo comportamental e um
estudo eletrofisioldgico. No estudo comportamental, registaram-se os tempos
de reagdo (TR) e a precisio de resposta, enquanto no estudo eletrofisioldgico
registou-se a polaridade da forma de onda, a sua amplitude ¢ respetivo tempo

de laténcia.

A amostra do estudo comportamental foi constituida por 34 jovens (25 do
sexo feminino e 9 do sexo masculino), com idade média de 22 + 2,2 anos. Para
o estudo eletrofisiolégico, a amostra foi constituida por 18 jovens (17 do sexo
feminino e 1 do sexo masculino), com idade média de 20,1 anos + (1,1), e com
habilitagio académica minima o 12° ano. As condigoes de inclusdo dos sujeitos

no estudo foram as seguintes:

*  Lingua materna — Portugués Europeu;

*  Sem alteragdes otoldgicas;

*  Sem queixas de hipoacusia;

*  Sem diagnéstico de perturbagdes do processamento auditivo (central);

*  Sem queixas ou diagndstico de patologia neurolégica;

*  Sem queixas ou diagndstico de patologia do foro psiquidtrico.

*  Livres do consumo de medicagao neuroldgica, psiquidtrica, ou outra que

possa interferir com a capacidade de reagio.

A amostra foi composta, ainda, por um grupo de trés sujeitos com diagndstico
confirmado de perturbagdes do processamento auditivo (central), dois do sexo

feminino e um do sexo masculino com idade média de 20 anos (+ 1), cuja
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habilitagao académica era o0 12° ano. Dado tratar-se de um reduzido nimero
de com PPAC, ndo se realizou estatistica inferencial, optando-se por uma

andlise exploratéria do tipo estudo de caso.

Hipoteses

Atendendo a que a condigdo de incongruéncia numa série de quatro palavras,
criada pela ocorréncia de uma palavra desviante relativamente ao campo
semAntico principal, vai criar efeitos de maior dificuldade de integragio da

informagio linguistica:

H1: espera-se que nos testes comportamentais haja um aumento dos TR
nas palavras incongruentes comparativamente as palavras congruentes nos

individuos com e sem PPAC.

H2: espera-se que nos testes eletrofisioldgicos se desencadeie uma onda tipica

da incongruéncia semantica — N400 nos individuos com e sem PPAC.

Depois de salvaguardadas as questoes éticas, designadamente a autorizagio do
estudo por parte de uma comissio de ética, assim como a obten¢ao do termo
de consentimento informado livre ¢ esclarecido de todos os participantes, os
individuos foram submetidos a uma avaliagio da audicio periférica e central,
que incluiu: otoscopia, timpanograma, pesquisa de reflexos estapédicos ipsi e
contra-laterais, audiometria tonal simples, calculo do Speech reception threshold
(SRT), determinagio da percentagem de discriminagio vocal a 40dB, Staggered
Spondaic Word Test (SSW), Gap in Noise (GIN) e teste de fala no ruido. Na
tabela seguinte podemos analisar os resultados obtidos pelos individuos com
PPAC nos testes comportamentais utilizados no estudo do processamento
auditivo (central). Os restantes individuos apresentaram resultados normais

nos referidos testes.
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Tabela 1. Resultados dos testes de Processamento Auditivo (Central) dos individuos

com PPAC

Teste Sujeito A Sujeito B Sujeito C Referencia Autor

SSW 99,37% 95,62% 93,12% 97,5% (Karz, 1963)
(Martins, 2008)

GIN OD - 5ms OD - 6ms OD - 6ms OD - 5,49 (Martins, 2013)

OE - 6ms OE - 7ms OE - 5ms OE - 5,34
Fala OD - 50% OD - 42,5% OD - 65% >77% (Martins, 2013)
Filtrada OE - 57,5% OE - 52,5% OE - 80% >78% (Bellis, 2000)

Num segundo momento da recolha de dados foram realizados testes
comportamentais ¢ de ERPs aos respetivos grupos (amostras distintas), sendo
os participantes instruidos quanto a natureza e procedimento da experiéncia. A
experiéncia consistiu em ouvir séries de 4 palavras, em que 3 denotam entidades
pertencentes a um campo lexical principal (objetos, frutos, animais) e um
quarto item, desviante, pertencente a um outro campo semantico (profissoes,
peixes, flores), num total de 360 palavras. Foram considerados os seguintes
aspetos relativamente 4 construgio dos estimulos para as duas condigdes
experimentais (congruéncia versus incongruéncia): frequéncia dos itens na
lingua, comprimento da palavra (carateres e niimero de silabas) e propriedades
léxico-semanticas (animado versus inanimado). A palavra alvo podia surgir na

terceira ou quarta posi¢io (Tabela 2). Posteriormente procedeu-se a gravagio

dos estimulos, utilizando estratégias para controlar a entoagio.

Tabela 2. Exemplos dos estimulos linguisticos utilizados

Campo seméntico frutos: pera / maga / truta / manga; roma / kiwi/ melio / solha

Campo semantico animais: grilo/ corvo / chordo/ mocho; aranha Icigarra / barata /papoila

Campo semantico objetos: gaveta / espelho / bombeiro / relégio; portio / tacho/ colchio / pintor

No estudo comportamental, os sujeitos tinham de decidir sobre aaceitabilidade
palavra numa tarefa de decisdo de aceitagio da congruéncia relativamente ao
campo semantico dominante. Foram registados os tempos de reagio (TR)
e a precisio das respostas (percentagem de acertos). Os estimulos foram

apresentados por auscultadores marca Sennheiser modelo HD 201 a uma
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intensidade aproximada de 65dB.

Relativamente ao estudo eletrofisiolégico, procedeu-se ao registo do EEG,
montagem referencial (mastoide esquerda) com elétrodos, limpeza do couro
cabeludo com dlcool e creme abrasivo e posterior colocagio dos elétrodos
de cloreto de prata, colocados nas seguintes derivagoes: F3; P3; T3; T5;
F4; P4; T4; T6 e Cz (Sistema Internacional 10/20). Foi ainda utilizado um
elétrodo terra que foi colocado na fronte. Dado o niimero de canais possiveis
ser limitado a nove, optamos pelas derivagdes acima referidas seguindo as

guidelines propostas por Duncan, Barry, Connolly, Fischer, & Michie, (2009).

Ainda antes do inicio da experiéncia propriamente dita, foram apresentadas
instru¢bes no monitor informando novamente cada participante sobre o
procedimento e a tarefa a executar, nomeadamente a aten¢o aos estimulos:
ao longo da experiéncia foram realizadas tarefas de controlo de atencao
relativamente aos estimulos ouvidos. Nesta fase de recolha foi utilizado um

equipamento de eletroencefalograma (EEG) com as seguintes carateristicas:

*  ganho de amplificacdo do sinal de EEG de 20.000;
* amplitude de Imicrovolt;
*  frequéncia de amostragem de 200Hz;

*  filtro passa-banda entre 0,1 ¢ 35Hz.

Aapresentagio dos estimulos foi por via auditiva, pelo que apds a colocagio dos
elétrodos procedemos a colocagio dos auscultadores convencionais de marca
Sennheiser, modelo HD 201, sendo a estimulacio realizada simultaneamente
em ambos os ouvidos, a uma intensidade de 65dB aproximadamente.
Garantidas as boas condigoes de registo ¢ a boa compreensio pelos
participantes da natureza da tarefa, iniciou-se a fase experimental, utilizando-
se dois computadores, um que serviu de suporte ao programa Super Lab,
versdo 4.0, e 0 outro para o registo da atividade de EEG. Dada a duragio da
experiéncia foram realizadas vérias pausas durante as quais realizamos tarefas
de controlo de atengio, para compreender se os participantes estavam atentos

aos estimulos linguisticos ouvidos.
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Apés a experiéncia, os sinais EEG, foram visualmente inspecionados tendo
sido rejeitados os que continham artefactos. Foram depois submetidos a
averaging sincrono com a apresentagio do estimulo e regressio a média dos
200 ms do periodo pré-estimulo (baseline). Esta andlise foi realizada em

separado para cada sujeito, derivago e categoria do estimulo.

Resultados

Estudo comportamental

Os individuos sem PPAC apresentaram 85,7% de respostas corretas, sendo mais
répidos para os itens congruentes comparativamente aos itens incongruentes
com uma diferenca estatisticamente significativa (P <0,05) entre as respostas
corretas versus incorretas com F (1;6016) = 93,251 com P =_,000 para os itens
congruentes ¢ F (1;2004) =18,034 com P=_,000 para os itens incongruentes.
Verificou-se ainda uma diferenca estatisticamente significativa entre os itens
congruentes versus incongruentes das respostas corretas com F (1;6877)
=34,938 com P =_,000, 0 mesmo nio se verificou quando comparamos os

itens congruentes com oS incongruentes para as respostas incorretas onde 0

valor de P foi de 0,098.

Tabela 3. Precisido da resposta e tempo de reagio dos individuos sem PPAC para os itens congruentes e

incongruentes
Correta Incorreta
P (corretas/
incorretas)
Tempo de Reagio (ms) N (%) Tempo de Reagio (ms) N (%)
Congruente 558,43 + 302,76 (56144?%) 669,49 + 374,62 ?17039%)
,000
Incongruente 610,69 £ 360,75 (127 132%) 715,94 + 485,60 (237 o )
P (cong/incong)  ,000 0,098 ,000

Na tabela 4 verificamos que, 4 semelhanca dos individuos sem PPAC, também

os individuos com PPAC apresentam uma elevada percentagem de respostas
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corretas (92,8%). No entanto, apresentam um perfil de resposta oposto aos
individuos sem PPAC, ou seja apresentam tempos de reagio mais rdpidos para

os itens incongruentes.

Tabela 4. Precisio da resposta e tempo de reagio dos individuos com PPAC para os

itens congruentes e incongruentes

Correta Incorreta
Tempo de Reagdo (ms) N (%) Tempo de Reagio (ms) N (%)
498
Congruente 653,64 + 371,04 954,63 + 461,48 32 (4,5%)

(70,3%)

159

Incongruente 611,54 + 288,99 (22,5%)

650,11 + 211,74 19 (2,7%)

Estudo eletrofisiolégico

Os resultados da amplitude da forma de onda dos registos eletrofisiolégicos,
no paradigma da violagio de aspetos seménticos em séries de palavras, dos
individuos sem PPAC revelaram uma amplitude negativa maior nas derivagoes
do hemisfério esquerdo. Obteve-se uma forma de onda de polaridade negativa,
com laténcias na ordem dos 400ms, significativamente mais negativa para
as palavras incongruentes do que para as congruentes, ou seja, conseguimos
desencadear o efeito N400 nos canais de registo F3, T3, T5, Cz e T4 como

podemos constatar da andlise da figura 1.

P L
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Figura 1. Resultados dos ERP's nos individuos sem PPAC
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Nos individuos com PPAC, os resultados eletrofisiolégicos revelaram que os itens
incongruentes desencadeiam uma forma de onda positiva em F3, P3, T3, T5, F4
e P4 cuja laténcia varia dos 375ms aos 555ms, como se pode constatar nas tabelas

5 ¢ 6, ndo sendo esta forma de registo compativel com o efeito N400.

Tabela 5. Valores das amplitudes e laténcias das derivagoes de EEG F3, P3, T3 e T5 dos sujeitos

com PPAC. O sinal + corresponde a forma de onda positiva e o sinal — & forma de onda negativa

Congruente Amplitude + 9,22 +10,65
Congruente Laténcia+ 491,66 96,99
Incongruente Amplitude+ 16,99 9,47
Incongruente Laténcia+ 495 +79
B Congruente Amplitude- -15,72 +24,78
Congruente Laténcia- 386,66 +76,86
Incongruente Amplitude- -7,74 £20,26
Incongruente Laténcia- 426,66 +70,94
Congruente Amplitude + 3,64 + 1,244
Congruente Laténcia+ 536,66 + 148,352
Incongruente Amplitude+ 13,62 + 8,469
Incongruente Laténcia+ 496,66 + 74,218
r Congruente Amplitude- -3,14 + 2,064
Congruente Laténcia- 470 + 162,634
Incongruente Amplitude- -4,91 + 18,109
Incongruente Laténcia- 435+ 91,923
Congruente Amplitude + ,19 +2,234
Congruente Laténcia+ 495 + 113,137
Incongruente Amplitude+ 7,92 + 2,283
Incongruente Laténcia+ 552,50 + 31,819
B Congruente Amplitude- -3,56 + 2,800
Congruente Laténcia- 500 + 42,426
Incongruente Amplitude- 1,21 + 1,145
Incongruente Laténcia- 495 + 197,989
Congruente Amplitude + 4,3 + 5,485
Congruente Laténcia+ 488,33 + 96,090
Incongruente Amplitude+ 6,53 £ 5,593
Incongruente Laténcia+ 493,33 + 101,283
= Congruente Amplitude- 91+ 1,118
Congruente Laténcia- 418,33 + 107,741
Incongruente Amplitude- -1,31 +£ 1,235
Incongruente Laténcia- 518,33 + 105,396
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Tabela 6. Valores das amplitudes e laténcias das derivagies de EEG F4, P4, T4 e TG dos sujeitos

com PPAC. O sinal + corresponde a forma de onda positiva e o sinal — & forma de onda negativa

Congruente Amplitude +

1,45 +,949

Congruente Laténcia+

460 + 157,400

Incongruente Amplitude+

4,92 + 2,398

Incongruente Laténcia+

555 + 52,678

F4 Congruente Amplitude- -,80 £ ,455
Congruente Laténcia- 375 + 99,624
Incongruente Amplitude- ,57 + 2,146
Incongruente Laténcia- 398,33 £ 93,585
Congruente Amplitude + 3,52 +2,210
Congruente Laténcia+ 503,33 + 94,383
Incongruente Amplitude+ 5,70 + 5,57
Incongruente Laténcia+ 405 + 163,935
p Congruente Amplitude- -3,47 + 3,059
Congruente Laténcia- 400 + 91,787
Incongruente Amplitude- -3,72 + 3,616
Incongruente Laténcia- 408,33 +40,414
Congruente Amplitude + 5,97 + 3,930
Congruente Laténcia+ 513,33 14,433
Incongruente Amplitude+ 5,02 + 3,778
Incongruente Laténcia+ 496,66 +62,516
T Congruente Amplitude- -,89+ ,512
Congruente Laténcia- 433,33 + 100,166
Incongruente Amplitude- -4,01 + 1,298
Incongruente Laténcia- 398,33 + 115,902
Congruente Amplitude + e
Congruente Laténcia+ ~ ceeeeeeee
Incongruente Amplitude+ P
Incongruente Laténcia+ ~ ceeeeeee
T6

Congruente Amplitude-

Congruente Laténcia-

Incongruente Amplitude-

Incongruente Laténcia-

Do ponto de vista estritamente do processamento do sinal, as formas de ERPs

foram obtidas pelo averaging anteriormente descrito. Com vista & apresentagio

visual das formas de onda dos ERPs computamos a média entre todos os sujeitos

por condigao experimental, que designamos por grande média.
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Como pode ser observado, os ERPs grande média dos canais de registo frontal

anterior esquerdo (F3), temporal anterior esquerdo (T3), temporal posterior

esquerdo (T5), vértex (Cz) e temporal anterior direito (T4) ilustram a resposta

eletrofisiolégica obtida nos individuos sem PPAC, que ¢ mais negativa nos

estimulos incongruentes e sugestiva de um N400 (Figuras 2, 4, 6, 8 e 10). A

grande média dos trés sujeitos com PPAC (Figuras 3, 5, 7,9 ¢ 11) tem uma forma

de onda distinta: obtém-se ondas positivas tardias do tipo Late Positive Potentials

(LPP), mais amplas para os estimulos incongruentes.

Figura 2 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para o canal F3 dos individuos sem PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figuna 3 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para o canal F3 dos individuos com PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes

Figuna 4 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para o canal T3 dos individuos sem PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.
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Figuna 6 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para ocanal T5 dos individuos sem PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figura 7 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para o canal T’5 dos individuos com PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figura 8 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para ocanal Cz dos individuos sem PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figuna 9 Forma de onda dos ERP's. Grande média
para o canal Cz dos individuos com PPAC. Curva
a azul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figura 10 Forma de onda dos ERP's. Grande
média para ocanal T4 dos individuos sem PPAC.
Curvaaazul referente aos itens congruentes e curva

vermelha para os itens incongruentes.

Figura 11 Forma de onda dos ERP's. Grande
média para o canal T4 dos individuos com PPAC.
Curvaaazul referente aos itens congruentes e curva
vermelha para os itens incongruentes.
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Discussao

Os resultados do estudo comportamental revelaram que independentemente
da condigdo de congruéncia, hd tempos de reagio mais elevados nos individuos
com PPAC. Levando-se em conta as condigoes de congruéncia, os individuos
com PPAC mostram um comportamento oposto ao outro grupo, ou seja
apresentam tempos de reagio mais altos para os itens lexicais congruentes.
O maior tempo para a integragio semantica de palavras relacionadas nos
individuos com PPAC poderd aumentar o estado de atengio para detetar a

incongruéncia semantica?

No que concerne ao estudo eletrofisioldgico, nos individuos sem PPAC, as
formas de onda dos ERPs correlacionadas com palavras incongruentes foram
marcadas por uma maior negatividade com uma laténcia de aproximadamente
400ms - 0 N400. E para nés interessante a resposta ao ERP para a condicio de
incongruéncia de individuos com PPAC, que ¢ marcada por uma positividade
mais elevada na laténcia de 500ms (LPP). Estes resultados corroboram parte
da hipétese inicialmente colocada, na medida em que se observou o efeito
N400 nos individuos sem PPAC. Na mesma linha dos nossos resultados,
Bentin, McCarthy, & Wood (1985) concluiram que quando uma palavra
alvo ¢ precedida por uma palavra semanticamente associada (sal - pimenta), a
amplitude do N400 é menor do que quando uma palavra alvo ¢ precedida por

uma palavra nio relacionada (carro - pimenta).

O significado das palavras assim como o conhecimento do mundo sio
recrutados e integrados muito rapidamente, numa janela de andlise de cerca de
400ms, durante a compreensao dos estimulos linguisticos. Os nossos resultados
sustentam a tese de que as terminagoes imprevisiveis mostram um N400 maior
do que as terminagdes mais previsiveis, 0 que vai ao encontro dos trabalhos
de Kutas & Hillyard (1984). O facto da palavra desviante/incongruente gerar
uma forma de onda negativa (N400), com maior amplitude comparativamente
as palavras que pertencem a0 mesmo campo semantico (congruentes), sugere

que a amplitude deste ERP ¢ inversamente proporcional a probabilidade
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de adequagio (cloze) da palavra no contexto (Brown & Hagoort, 2004; Kutas
& Federmeier, 2010).

Existem vdrios estudos sobre a aplicagio do N400 em individuos com
perturbagdes especificas da linguagem, em perturbagdes do espetro do autismo
e em outro tipo de perturbagdes. Porém, relativamente as PPAC, apenas se
encontram recomendagdes para o incluir na avaliagio do processamento
auditivo (central) (Katz, et al,, 2014).

No estudo do PAC ¢ comummente utilizado um outro tipo de ERP — 0 P300
em detrimento do N400. Chiappa (1997) refere que a laténcia do P300 estd
diretamente relacionada com a velocidade de processamento da informagao do
individuo, ou seja, se o individuo apresentar um processamento de informagio
répido, com um rdpido reconhecimento do estimulo, menor serd a laténcia. Pelo
contrdrio, quanto mais complexa e exigente ¢ a tarefa proposta ao individuo,
maior serd a laténcia. Nos individuos com PPAC, o P300 costuma estar ausente
e quando estd presente apresenta baixa amplitude e um tempo de laténcia
mais aumentado (Chermak, Hall, & Musiek, 1999). Talvez estes resultados
levem 4 exclusao do N400 na avaliagao do processamento auditivo, no entanto
estes dois tipos de ERPs refletem processos distintos e sio desencadeados em
diferentes paradigmas, diferentes estruturas anatémicas envolvidas e diferentes

niveis de processamento linguistico.

No nosso estudo os sujeitos sem PPAC desencadearam um ERP compativel
com 0 N400. Nos sujeitos com PPAC, apesar dos indicadores comportamentais
indicarem que estes conseguem realizar tarefas de categorizagio seméntica, nio
observamos o N400, mas uma forma de onda compativel com um LPP - o que
sugere que o processo pelo qual ocorre a integragio semantica ¢ distinto do dos

sujeitos sem PPAC.

E de notar um estudo de Pijnacker, Geurts, Van Lambalgen, Buitelaar, & Hagoort
(2010) sobre o processamento semintico em adultos com perturbagdes do
espetro do autismo. Os autores recorreram a frases congruentes e incongruentes

sendo que os resultados apontam para auséncia do efeito N400 e da negatividade
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sustentada. No entanto, e contrariamente s expetativas os resultados mostraram
um componente positivo tardio, que foi maior para as frases semanticamente
incongruentes do que para as frases congruentes. Porque o contexto da frase
teve um efeito modulador numa fase posterior, a integracao semantica é talvez
menos automdtica em individuos com perturbagoes do espetro do autismo,
e presumivelmente sdo necessirios processos mais elaborados para se chegar
a uma interpretagdo da frase. Como comentamos acima, no nosso estudo
este foi o perfil de resposta para o grupo de individuos com PPAC, usando as
séries de palavras congruentes versus incongruentes como estimulo linguistico.
Nos individuos com PPAC ao invés de um esperado N400 para os itens
incongruentes, obtivemos ondas positivas tardias com amplitude mais elevada

para os itens incongruentes.

Conclusao

Neste estudo foram comprovadas, em parte, as nossas hipéteses de investigagio
na medida em que conseguimos tempos de reagio mais elevados para os itens
incongruentes apenas nos individuos sem PPAC e conseguimos despoletar
o efeito N400 nestes mesmos individuos nos canais F3, T3, T5, Cz e T4.
Todavia, nos individuos com PPAC as palavras incongruentes apresentam
tempos de reagio mais ripidos (nos testes comportamentais) e desencadearam

um ERP com uma forma de onda positiva mais ampla.

Se seguirmos a hipdtese de que o N400 indexa a difusdo da excitagio pelas
redes semanticas do cérebro (Halgren & Marinkovic,1995), podemos pensar
que estas redes sdo excitadas nos individuos sem PPAC, o que nio se observa
nos individuos com PPAC. Serd que a integrago da informagio seméntica, nos
individuos com PPAC, implica processos distintos? E de que modo diferem
estes processos de integragio semantica nos individuos com PPAC? Quais as

estruturas cerebrais implicadas no processamento seméntico dos individuos
com PPAC?

Integrando estes dados eletrofisiolégicos com os resultados comportamentais,
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relatados em Silva, Costa & Fonseca (2014), mostramos que embora ambos
os grupos realizassem a tarefa seméintica com precisdo, os processos pelos
quais alcancam o acesso sio diferentes e apontam para a importincia de
incluir, na avaliagio do processamento auditivo, 0 N400 como um marcador

eletrofisiolégico do processamento seméntico.

S0 necessdrios mais estudos de processamento semantico em individuos com
PPAC, no sentido de perceber se este perfil de resposta se mantem. E preciso
determinar os mecanismos e/ou correlatos neurais envolvidos no processamento
semantico dos individuos com PPAC, que certamente sao diferentes dos
individuos sem PPAC, e que podem estar na origem das queixas sentidas no
que se refere 2 compreensdo e discriminagio da palavra em ambientes de escuta

dificil ou com degradagio do sinal (inpuz).

Tanto quanto sabemos este ¢ o primeiro estudo referente ao processamento
semantico em portugués europeu e em sujeitos com PPAC, abrindo-se uma
nova linha de investigagdo que deve ser refletida nos planos curriculares do
curso de licenciatura em Audiologia para futura aplicagio na prética clinica

pelos alunos e por profissionais.

183 |



Referéncias

Aitchison, J. (2002). Wards in the mind: introdution to the lexicon (3 rd
Ed.). Oxford, UK: Blackweel Publishing.

Asha. (2005). American Speech Language Hearing Association. (Central)
Auditory Processing Disorders. Retrieved Margo 4, 2011, from www.
URL:http://www.asha.org/members/deskref-journals/deskref/default.

Baran, J. A., & Musiek, E E. (2001). Avaliagio comportamental do
sistema nervoso auditivo central. In F E Musiek & W. E Rintelmann
(Eds.), Prespectivas Atuais em Avaliagio Auditiva (pp. 371-410). Sio

Paulo: Manole.

Bellis, T. & B.eck, B. (2000, August 7). Central Auditory Processing in
Clinical Practice. Retrieved Maio 13, 2015, from Audiology on line:
htp://www.audiologyonline.com/articles/central-auditory-processing-in-
clinical-1281

Bentin, S., McCarthy, G., & Wood, C. (1985). Event-related potentials,
lexical decision and semantic priming. Electroencephalography and

Clinical Neurophysiology, 60 (4), 343-355.

Brown, C., & Hagoort, P. (1993). The processing nature of the N400:
evidence from masked priming. journal Cognition Neuroscience, 5 (1), 34-44.

Chermak, G., Hall, J., & Musiek, E. (1999). Differential Diagnosis and
Management of Central Auditory Processing Disorder and Attention
Deficit Hyperactivity Disorder. / Am Acad Audiol, 10, 289-303.

Chiappa, K. (1997). Evoked Potentials in Clinical Medicine (3rd Ed.).
Lippincott - Raven Publishers.

Duncan, C., Barry, R., Connolly, J., Fischer, C., & Michie, P. (2009). Event-
related potentials in clinical research: Guidelines for eliciting,
recording, and quantifying mismatch negativity, P300, and N400.
Clinical Neurophysiology, 120 (11), 1883-1908.

| 184



Como o cérebro processa a informagio... | C. Silva, M. Costa & 1. Fonseca

Friederici, A. (2002). Towards a neural basis of auditory sentence processing.
TRENDS in Cognitive Sciences, 6 (2), 78-84

Geeraerts, D. (2010). Theories of Lexical Semantics. New York: Oxford University Press.

Hagoort, P, Hald, L., Bastiaansen, M., & Petersson, K. M. (2004). Integration
of word meaning and world knowledge in language comprehension.

Science, 304 (5669), 438-441.

Hall, J. (2007). New Handbook of Auditory Evoked Responses. New York:

Editora Person Education.

Halgren E, Marinkovic K. (1995). Neurophysiological networks integrating
human emotions. In: M. Gazzaniga (Ed.). 7he cognitive neurosciences.

Cambridge: MIT Press.

Katz, J., Basil, R. A., & Smith, J. M. (1963). Staggered Spondaic Word Test
for Detecting Central Auditory Lesions. Annals of Otology, Rhinology
and Laryngology, 72 (4), 908-918.

Katz, ]., Chasin, M., English, K., Hood, L., & Tillerry, K. (2014). Handbook
of Clinical Audiology (7th Ed.). Philadelphia: Wolters Kluwer.

Kutas, M., & Hillyard, S. (1980). Reading senseless: brain potentials reflect
semantic incongruity. Science, 207 (4427), 203-205.

Kutas, M., & Federmeier, K. (2000). Electrophysiology reveals semantic
memory use in language comprehension. Zrends in Cognitive Sciences,

4 (12), 463-70.

Kutas, M., & Federmeier, K. (2010). Thirty Years and Counting: Finding
Meaning in the N400 Component of the Event-Related Brain
Potencial (ERP). Annual Review of Psychology, 62, 14.1-14.27.

Kutas, M., & Iragui, V. (1998). The N400 in a semantic categorization task
across 6 decades. Electroencephalography and clinical Neurophysiology,
108, 456-471.

185 |



Lau, E., Almeida, D., Hines, P, & Poeppel, D. (2009). A lexical basis for
N400 context effects: Evidence from MEG. Brain & Language, 111
(3), 161-172.

Lefebvre, C., Marchand, Y., Smith, S. M., & Connolly, J. E (2007).
Determining eyewitness identification accuracy using event-related

brain potentials (ERDs). Journal of Psychophysiology, 44, 894-904.

Luck, S. J. (2005). An introduction to the event-related potential technique.
Cambridge: MIT Press.

Mahon, B., & Caramazza, A. (2009). Concepts and Categories: A Cognitive
Neuropsychological Perspective. Annu. Rev. Psychol., 60 (1), 27-51.

Marchand, Y., Lefebvre, C., & Connolly, ]. E (2006). Correlating digit span
performance and event related potentials to assess working memory.

Journal of Psychophysiology, 62, 280-289.

Martins, J.; Teixeira, A., & Vieira, ]. (2008). Testes de Avaliacao do
Processamento  Auditivo Central. Revista Clinica e Investigagio em

Otorrinolaringologia, 2 (1), 1-7.

Martins, J., Alves, M., Pereira, C., & Teixeira, A. (2013). Bateria de Testes de
Processamento Auditivo Central - Dados Normativos para a Populagio
adulta - Dados Preliminares. Porto: Poster apresentado no 60°
Congresso Nacional da SPORL

Musiek, E, & Chermak, G. (2007). Handbook of (Central) Auditory
Processing Disorder. San Diego: Plural Publishing Inc.

Osterhout, L., & Holcomb, P. (1995). Event-related potentials and language
comprehension. In M. R. Coles (Eds.), Electrophysiology of mind:
event-related brain potentials and cognition (171-215). New York:
Oxford University Press.

| 186



Como o cérebro processa a informagdo... | C. Silva, M. Costa & I. Fonseca

Pijnacker, J., Geurts, B., Van Lambalgen, M., Buitelaar, J., & Hagoort, P
(2010). Exceptions and anomalies: An ERP study on context
sensitivity in autism. Neuropsychologia, 48, 2940-2951.

Schochat, E. (1997). Sons Ambientais Competitivos (CES). In L. Pereira &
E. Schochat (Eds.) Processamento Auditivo Central - Manual de

Avaliacio. Sio Paulo: Lovise.

Silva C. M., Costa, A., & Fonseca, 1. (2014). Electrophysiological and
behavioral correlates of semantic processing in subjects with and without

auditory processing disorders. Poster apresentado no HEaring Across the
Lifespan (HEAL). Cernobbio. 5-7 June 2014.

187 |






Artigo integrado na
Parte 3 "Dominio das Ciéncias da Satide"
da publicagio.

Péginas do artigo
189 a 231

Titulo da Publicagao
Ciéncias Aplicadas: Coletinea de Estudos

Coordenagao
Susana Gongalves, Helena Almeida, Paula Fonseca, Candida Malca,
Fitima Neves, Carlos Dias Pereira e Marco Veloso

Data de publicagao
Fevereiro de 2017

Editor

CINEP/IPC

ISBN (impresso) 978-989-99463-0-9
ISBN(ebook) 978-989-99463-1-6



Nota biogrifica

Fernando Mendes

Doutor em Ciéncias da Satde, ramo Tecnologjas da Satide pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (2016), ¢ Mestre em Biologja Celular ¢ Molecular pela Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (2010), licenciado em Andlises Clinicas
e Satide Publica (2002) e bacharel em Andlises Clinicas e Satide Publica pela ESTeSC-Coimbra
Health SChool. E Professor Adjunto no Politécnico de Coimbra, na ESTeSC-Coimbra Health
School no Departamento de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais e coordenador do European
Joint Master Degree in Biomedical Laboratory Sciences. Leciona no curso de Licenciatura em

Ciéncias Biomédicas Laboratoriais.

Catia Domingues

E investigador integrado no CNC-IBILI e CIMAGO, grupo da imunoinflamagio. Do seu
curticulo destacam-se varias apresentagdes de trabalhos em congessos nacionais ¢ internacionais,
éautor em um pedido de patente, tendo publicado diversos artigos em revistas e edigdes cientificas.
E General Secretary na Buropean Association for Professions in Biomedical Laboratory Sciences

e integra ainda o painel de avaliadores externos do ensino superior na Irlanda.

Susann Schugk

Employee at Norra Alvsborgs county hospital, Trollhiittan/ Sweden since 2013, maj. Position
as 2nd in charge at Hematology department since 2015 october. Initiated master program
of Biomedical Laboratory science,120 ECTS, University of Gothenburg/ Sweden since
2013. Master thesis “Effects of Ionizing Radiation on cell lines of Lung cancer and B-cell
lymphoma.” was fulfilled at the Faculty of Medicine, University of Coimbra andIBILI -
Institute for Biomedical Imaging and Life Science, Coimbra. Advanced molecular biology and
bioinformatics, 15 ECTS, Universtity of Kristianstad. Applied statistics in health science, 7.5
ECTS, University of Kristianstad. Bachelor degree of 180 ECTS in Biomedical Laboratory
science at University of Gothenburg, Sahlgrenska Academy in 2013.

| 190



Ana Margarida Abrantes

Professora Auxiliar da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Doutorada em
Ciéncias da Satde pela faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, mestre em Biologia
Celular e Molecular pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra e
licenciada em Medicina Nuclear pela Escola Superior de Tecnologia da Satide do Porto publicou
até & data 64 artigos em revistas nacionais ¢ internacionais com arbitragem cientifica. A atividade
cientifica que desenvolve tem como principais 4reas de investigagio a biofisica, a radiagio, a

imagem molecular; o cancro e os modelos animais de doengas humanas.

Ana Ciristina Gongalves

Doutorada em Ciéncias da Satide, ramo Ciéncias Biomddicas pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (2016), é Mestre em Nutricao clinica pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (2009), licenciado em Biologia Microbiana e Genética pela Faculdade
de Ciéncias da Universidade de Lisboa (2004). Leciona no Mestrado Integrado em Medicina
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e no Mestrado em Anélises Clinicas da
Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra. E investigadora no CNC-IBILI (Grupo
Biologia do cancro e terapias direccionadas) ¢ CIMAGO (Grupo Cell Signalling, Clinics
and Therapeutics in Cancer). E autora e co-autora de diversos artigos publicados em revistas

internacionais e de vdrias apresentagdes em congessos nacionais e internacionais.

Tiago Sales

Licenciado em Bioquimica pela Universidade de Tids-os-Montes e Alto Douro e Mestre em
Bioquimica pela Universidade de Coimbra. Foi co-autor em vérios artigos cientificos e apresentou
trabalhos em diversos congressos. Encontra-se neste momento a frequentar o Mestrado de
Gestio da Faculdade de Economia da Universidade de Coimbra. Frequentou também o curso
de Competéncias Empreendedoras de Base tecnolégica ~CEBT Ibérico 2014. Venceu vérios
concursos de empreendedorismo como as duas versoes do Bioempreende. Promotor do projeto

pHControl que neste momento estd em fase de pedido de patente provisério.

191 |



Ricardo Teixo

Licenciado em Bioquimica ¢ Mestre em bioquimica pela Universidade de Coimbra, ¢
atualmente doutorando do Programa de Doutoramento em Ciéncias da Satide da Universidade
de Coimbra. Possui diversas publicages em revistas e edigoes cientificas, bem como diversas
comunicagdes em congtessos internacionais e nacionais. Possui dois pedidos de patente, tendo

também frequentado um curso de empreendedorismo de base tecnoldgica.

Rita Silva

Mestre em Engenharia Biomédica pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
de Coimbra (2012). Frequentou uma bolsa de Investigagio em Neurociéncias no Dominio
de Neurociéncias (NeRD) do Instituto de Investigagio em Ciéncias da Vida e Satide (ICVS)
em Braga, designada "The role of brain lipid metabolism in the modulation of chronic stress
effects”. Da bolsa de Investigagio resultaram participagbes em meetings, apresentagoes de posters
entificos e um artigo cientifico, "The impact of chronic stress on the rat brain lipidome" 2015,
publicado na revista Molecular Psychiatry. Actualmente é consultora integrante da equipa de
solugdes de Billing da Celfocus, na Vodafone Turquia.

Jéssica Estrela

Licenciada em Andlises Clinicas e Satde Pablica pela ESTeSC - Coimbra Health School
(2015). E téenica de Andlises Clinicas e Satide Pablica no Hospital Arcebispo Jodo Crisdstomo
- Cantanhede e no Grupo Beatriz Godinho. Do seu curriculo destacam-se apresentagoes
de posters cientificos e varias publicagdes de artigos cientificos em diversas revistas e edigdes

cientificas.

Mafalda Laranjo

Conduiu Biologia (BSc Hon) ¢ Biologia Celular e Molecular (MSc) pela Faculdade de Ciéncias
e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Obteve o grau de Doutor em Ciéncias da Satide
(pré-Bolonha), ramo Ciéncias Biomédicas pela Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra em 2014. Desenvolve a sua actividade cientifica na Unidade de Biofisica da Faculdade
de Medicina desde 2007. Publicou 38 artigos em revistas especializadas e 136  trabalhos em

| 192



actas de eventos. Possui 142 itens de produgio téenica. Co-orientou 3 dissertagdes de mestrado
na drea de Ciéncias da Satide, alem de ter orientado 1 trabalho de conclusio de curso de bach./
licenciatura . Recebeu 9 prémios e/ou homenagens. Entre 2009 e 2013 participou em 8
projectos de investigagio, sendo que coordenou 1 destes. Actualmente participa em 4 projectos

de investigacio. Actua na drea de Ciéncias Médicas com énfase em Ciéncias da Satide.

Jodo Casalta-Lopes

Mestre em Medicina pela Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, exerce fungoes
como assistente hospitalar de Radioncologja no Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra.
E ainda assistente convidado das unidades curriculares de Biofisica e Oncologia na Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra e de Oncologia e Estudo de Casos em Radioterapia na
Escola Superior de Tecnologja da Satde.

Clara Rocha

Doutoramento em Gestdo — Ciéncia Aplicada & Decisio pela Faculdade de Economia da
Universidade de Coimbra (2012), Mestrado em Gestdo da Informagio nas Organizagbes pela
Faculdade de Economia da Universidade de Coimbra (2006), licenciatura em Matemdtica (ramo
Investigagio Operacional) realizado na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
de Coimbra (1994). E Professora Adjunta no Instituto Politécnico de Coimbra, na ESTeSC-
Coimbra Health School no Departamento das Ciéncias Complementares. E investigadora no
INESC Coimbra (Instituto de Engenharia de Sistemas e Computadores) desde 2005.

Paulo César Simées

Licenciatura em Engenharia Fisica (ramo de Instrumentagio), pela Faculdade deCiéncias
e Tecnologia da Universidade de Coimbra (FCTUC), em Setembro de 1991. Mestrado em
Fisica (drea de Fisica Tecnoldgjca), pelo Departamento de Fisicada FCTUC, em Maio de 1995.
Titulo de Especialista em Fisica Médica na 4rea de Radioterapia, emitido pelo Ministério da
Satide em 28 de fevereiro de 2014. Trabalha actualmente e desde janeiro de 2001 como Técnico
Superior de Satde — Ramo de Fisica Hospitalar, no Servico de Radioterapia dos Hospitais da
Universidade de Coimbra.

193 |



Ana Bela Sarmento

Formagio académica e profissional: Licenciatura em Medicina, Faculdade de Medicina,
Universidade de Coimbra (FMUC) (1984); Doutoramento em Medicina, FMUC (2002);
Especialidade de Hematologia Clinica (2004); Agregacio em Hematologia, FMUC (2015)
Actualmente ¢ Professora Associada com Agregacio de nomeagio definitiva em regime de
tenure, FMUC. Regente das Unidades Curriculares de Hematologia e de Biologia Molecular
Aplicada do Mestrado Integrado em Medicina, FMUC. Professora da Unidade Curricular de
Hematologia do Mestrado em Andlises Clinicas, FFUC. Investigadora e Membro da comissao
coordenadora do Centro de Investigagio em Meio Ambiente Genética e Oncobiologia
(CIMAGO), FMUG; Investigador (membro integrado) do Centro de Neurociéncias e Biologia
Celular (CNC). IBILI (CNCIBILI). Coordenadora dos cursos de Oncologia do Programa
de Doutoramento em Ciéncias da Satide da FMUC Assistente Hospitalar de hematologja do
CHUC

Maria Filomena Botelho

Médica, professora catedritica de Biofisica da Faculdade de Medicina da UC. Directora do
Instituto de Biofisica/Biomatemdtica da FMUC e Responsavel pelo Biotério do IBILI-Sub-
Unidade 1 da FMUC e membro do ORBEA. Presidente da Comissio de Etica da Escola
Superior de Enfermagem de Coimbra. Especialista em Medicina Nuclear e Competéncia
em Patologia Experimental pela Ordem dos Médicos. Certificada pela Direciio Geral de
Alimentagio e Veterindria como Investigador Coordenador para Experimentagio Animal. Areas
de ensino: Biofisica, Dosimetria da Radiagio, Radiobiologia ¢ Modelos Animais de Doenca
Investigadora do consércio CNCUBILI e do CIMAGO. Principais dreas de investigagio:
Biofisica, Desenvolvimento de modelos animais de Doengas Humanas, Oncologia Molecular
(da biologia molecular 4 imagem molecular), terapia fotodinAmica em modelos in vitro e in
vivo, Radiofarmécia, Efeitos biolégicos da radiagio (modelos in vitro e in vivo). Orientagio de
alunos de mestrado, de doutoramento e bolseiros de pés-doutoramento tanto nacionais com
estrangeiros. Actividades cientificas: 180 artigos publicados em revistas cientificas indexadas com
factor de impacto, 6 capitulos de livros, 740 artigos publicados sob a forma de resumos em

revistas nacionais e internacionais, 907 apresentages em congessos sob a forma de conferéncias,

| 194



comunicagdes orais e pdstetes. Foi premiada, desde 1988, com 47 prémios, 24 dos quais nos

tltimos 5 ano.

Manuel Santos Rosa

Licenciou-se em Medicina, pela Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC),
em 1975, e doutorou-se pela mesma Faculdade em 1989 em Ciéncias Médicas, 30 Grupo de
disciplinas, especialidade de Patologia Geral (Imunologja), por unanimidade, com distingio
¢ louvor. Prestou provas para obtengio do Titulo de Agregado em Medicina do 30 Grupo,
Subgrupo de Imunologja, da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, em 1999,
tendo sido aprovado por unanimidade. E, desde 2004, Professor Catedrético do 4o Grupo
de Disciplinas (Imunologia) e é Regente da Unidade Curricular de Imunologia do Mestrado
Integrado em Medicina e colabora em vdrios mestrados e cursos de pds-graduagio.

Exerceu cargos qualificados na Universidade de Coimbra (UC): Membro do Conselho Diretivo
da FMUC e Vice-Presidente do Conselho Diretivo (1999-2009); Diretor da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (2009-2012); Diretor e Responsavel do Centro, Instituto
e Servico de Imunologia da FMUC (2000-2015); Responsavel pelo Laboratétio e Plataforma
de Citometria de Fluxo e Separagio Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra; Membro da Comissio Cientifica do Programa de Doutoramento da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra; Coordenador Cientifico e pedagdgico do programa de
Satide sem Fronteiras do Centro de Estudos Ibéricos (Universidades de Coimbra e Salamanca);
Diretor da Biblioteca das Ciéncias da Satide da UC (2012-2015).

195 |



| 196



Ciéncias Aplicadas : Coletinea de Estudos

Irradiacdo da linha celular de linfoma difuso
de grandes células B em dose tnica: efeitos
celulares e moleculares

Fernando Mendes, Citia Domingues, Susann Schugk,
Ana Margarida Abrantes, Ana Cristina Gongalves,
Tiago Sales, Ricardo Teixo, Rita Silva, Jéssica Estrela,
Mafalda Laranjo, Joao Casalta-Lopes, Clara Rocha,
Paulo César Simoes, Ana Bela Sarmento,

Maria Filomena Botelho & Manuel Santos Rosa

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) ¢é reconhecido como um
grupo heterogéneo de doengas hematoldgicas malignas, que constituem
coletivamente o tipo mais comum e agressivo de linfoma nio-Hodgkin
(LNH) (Ba, 2013; Mendes, Domingues, ¢t al., 2015). Esta patologia constitui
cerca de 25% a 40% de todos os diagndsticos de LNH. Ao longo das dltimas
décadas, a incidéncia desta neoplasia tem vindo a aumentar cerca de 3% a
4% ao ano (Ba, 2013; Campo ez al., 2011; Morton et al., 2006; Ng, 2007;
Persky & Miller, 2009). No momento do diagndstico, cerca de 25% a 50%
dos doentes com LDGCB encontra-se nos estddios I ou II (Campo ez 4/,
2011; Ng, 2007; Persky & Miller, 2009; Swerdlow SH, Campo E, Harris
NL, 2008).

A radioterapia (RT), 4 semelhan¢a de outros linfomas constituiu o Gnico
tratamento de base para doenga localizada, e permite atingir elevada taxas de
resposta completa e sobrevivéncia livre de doenga, a longo prazo, em 40% a
45% dos doentes (Hudson, Hudson, Maclennan, Anderson, & Linch, 1994;
Kaminski, Coleman, Colby, Cox, & Rosenberg, 1986; Monfardini et 4L,
1980; Nissen et al., 1983).

Os LDGCB nio especificados foram subdivididos, segundo perfis de expressao

génica, em subtipo do centro germinativo de célula B, em subtipo de células
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B ativadas, e em subtipo sem classificagdo. Este subtipo representa 15%, e
parece dever-se a diferentes estddios de diferenciagio linfoide (Alizadeh ez 4/,
2000; Rosenwald ez al., 2002). A distingdo molecular tem implicagoes no
progndstico, uma vez que o LDGCB, subtipo de células B ativadas apresenta,
por norma, um pior resultado do que o LDGCB, do subtipo centro

germinativo de célula B (Mendes, Domingues, ez 4l., 2015).

A RT continua a ser a primeira op¢io de tratamento, de acordo com o
Nacional Comprehensive Cancer Network, para os doentes nio elegiveis
para quimioterapia (QT), devido a existéncia concomitante de patologias
impeditivas ou para o caso de linfomas refratdrios (Horning ez al., 2004;
Persky et al., 2008; Phan ez al., 2010). Atualmente cerca de 80% a 90% dos
doentes em estddio precoce de LDGCB, estddios I e II, permanecem livres da
doenga apds o tratamento com R-CHOP e com RT de consolidagio (Persky
et al., 2008; Phan ez al., 2010). A RT de consolidagio apés a QT contribui
para a diminuicdo do risco de recidiva nos locais tratados. Vérias evidéncias
tém demonstrado que a RT de consolidagao apresenta melhores resultados
nos doentes em estddio inicial da doenca (Ballonoff et /., 2008; Bonnet ez
al., 2007; Horning ez al., 2004; Martinelli ez a/., 2009; Miller ez al., 1998).
No entanto, é particularmente eficaz na maior parte dos casos de patologia
nio amplamente disseminada (Mendes, Domingues, ¢t al., 2015). Contudo,
os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na agio anticancerigena
da RT, assim como as repercussoes no sistema imune, nio se encontram
totalmente clarificados. Perante esta constatagio constituiu objetivo deste
trabalho a caraterizagio, do ponto de vista celular e molecular, dos efeitos

diretos e indiretos da radiacio ionizante (RI) numa linha celular de LDGCB.

Materiais e Métodos

Cultura celular

A linha celular Farage é uma linha celular de LDGCB, estabelecida em 1990,
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a partir de uma bidpsia ganglionar de uma doente caucasiana. Estas células
crescem em suspensio em meio de cultura RPMI complementado com 10 %
de soro fetal bovino (FBS do inglés, fezal bovine serum), 400 mM de piruvato

de sédio e 1% de antibidtico/antimicdtico (Ben-Bassat ez al., 1992).

Radiagio ionizante

A irradiagao das culturas celulares foi realizada no acelerador linear de raios
X, descrito abaixo. Para a irradiagdo prepararam-se suspensoes celulares das
células Farage na densidade de 0,5x10° células/mL, no volume necessério para
realizar todas as experiéncias pretendidas. As doses de radiagio usadas foram
de 0,5 Gy a 60 Gy. De forma a garantir uma irradiacdo reprodutivel, fidvel e
com deposi¢io homogénea de dose em todo o volume, recorreu-se a uma caixa
de irradiagio em acrilico com paredes de 1 cm de espessura, com dimensoes e
referéncias para o posicionamento gravadas em relevo e em tudo compativeis
com as condigdes habituais de operagio do acelerador linear e para as quais se
encontra certificada. Assim, foi possivel garantir condi¢oes de posicionamento
¢ de acondicionamento reprodutiveis, bem como a homogeneidade da dose
depositada. A caixa de irradiagio foi concebida e construida no Departamento
de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra,
e foi realizado o estudo dosimétrico, através de imagens de tomografia
computorizada da mesma, equivalente ao efetuado aos doentes submetidos a

tratamento por RT.

O acelerador linear utilizado para a irradiagio foi um acelerador Varian Clinac
600C (Varian), com raios-X de energia de 4 MeV, utilizado na rotina clinica de
tratamento de RT externa. O procedimento de irradiagio foi realizado com o
apoio de um engenheiro fisico-médico e de um técnico de RT. Cada sessdo de
irradiacao iniciou-se pela colocagao da caixa de irradiagao vazia sobre o tampo
da mesa de tratamento e distribuicao dos tubos falcon com as culturas celulares,
preparados previamente, identificados para as diferentes doses de irradiagio.

Os tubos controlo foram mantidos fora da sala. As doses administradas
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estao descritas na Tabela 1 Para cada sessdo de irradiagio o acelerador foi
disponibilizado por cerca de 20 a 30 minutos, com periodo efetivo de feixe de

20 minutos.

Tabela 1. Doses administradas as amostras, na caixa de irradiacdo. Unidades de motor (MU, do

inglés monitor units; IMU=0,022 Gy).

Dose 0,5 Gy 5 Gy (2+3) 8 Gy (5+3) 12 Gy (8+4) 15 Gy (12+3) 30 Gy (15+15)
Lado direito 23 MU 133 MU 133 MU 178 MU 133 MU 669 MU
Lado esquerdo 23 MU 134 MU 134 MU 179 MU 134 MU 669 MU

Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico é um teste capaz de avaliar a capacidade de uma célula dar
origem a uma coldnia de células, pelo que permite determinar a sobrevivéncia
celular e inferir acerca da viabilidade celular. Este ensaio permite-nos avaliar
o resultado final da agressdo celular induzida pela radiagio e é considerado o
gold standard dos testes de sensibilidade a citostdticos e de avaliagao dos efeitos
da radiagao (Buch ef al, 2012; Franken, Rodermond, Stap, Haveman, & van
Bree, 2006; Rafehi ez al, 2011).

As células Farage controlo (nio sujeitas a radiagio) e apds radiagio foram
mantidas em cultura conforme descrito anteriormente. Adicionou-se um
ntimero conhecido de células tratadas com cada dose de radiagio (nimero de
células semeadas) conforme descrito na Tabela 2 e perfez-se com meio de cultura
enriquecido com metilcelulose (M7027, Sigma-Aldrich®) na concentragao de
1%, até perfazer o volume de 3 mL. As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,, durante sete dias, momento em que se realizou
a coloragio com uma solugdo de violeta de cristal (C3886, Sigma-Aldrich®)
na concentragio de 0,5% em solugio de metanol (32213, Sigma-Aldrich’) e

posterior contagem das col6nias formadas.

Com este procedimento foi possivel calcular a eficiéncia da placa (PE, do inglés

plate efficiency) e o fator de sobrevivéncia (SE do inglés surviving factor) de
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acordo com a Equagio 1 e com a Equagio 2, respetivamente (Balca-Silva ez 4/,
2012; Franken et 4/, 2006)

Numero de colénias contadas
R o) — ~
Eficiéncia da placa (%) Nimoro d célulae semendas X 100 Equagio 1
IR PE das amostras tratadas =
Fator de Sobrevivéncia (%) = 100 Equagao 2

PE das amostras controlo

Tabela 2. Nimero de células plaqueadas apds irradiacdo, por dose e por linha celular.

Controlo 0,5 Gy 2 Gy 5Gy 8Gy 12Gy 15Gy 30Gy  60Gy

Farage 4x10° 4x10° 6x10° 6x10° 6x10° 8x10° 8x10° 8x10° 1x10°

Através dos resultados obtidos foi possivel estabelecer curvas de dose-resposta,
que relacionam a dose de radiagio com o fator de sobrevivéncia celular
para cada linha celular. Os resultados experimentais obtidos com os ensaios
clonogénicos foram ajustados 2 um modelo linear-quadratico (Franken ez 4/,
2006; Mamede et /., 2012; Santos et al., 2014).

Em algumas situagoes, o ajuste aos dados experimentais pdde ser otimizado
quando P=0, sendo a resposta determinada apenas pela componente linear da
equagdo, assim o modelo de ajuste correspondeu ao modelo de um s6 alvo e
um s6 toque, onde D representa a dose de radiagao e D, a dose letal média.
Neste modelo, D,=1/a com p=0.

Viabilidade e Proliferagio Celular

A viabilidade das células das diferentes linhas celulares determinou-se com
recurso a0 método de exclusio do azul de tripano (GIBCO®) (Weisenthal,
Marsden, Dill, Macaluso, & Cindy, 1983). Este método baseia-se no principio

de que as células vidveis, uma vez que possuem a membrana celular intata, sdo
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impermedveis ao azul de tripano, pelo que se mantém claras e/ou brilhantes.
Quando as células ndo sio vidveis, as propriedades de barreira da sua membrana
estao alteradas, pelo que se torna permedvel ao azul de tripano, corando-as de
azul (Gongalves, Barbosa-Ribeiro, Alves, Silva, & Sarmento-Ribeiro, 2013;
Gongalves, Alves, ¢t al., 2013).

Para a realizacio deste ensaio homogeneizaram-se volumes iguais de cada
suspensio celular e de solugio de azul de tripano numa concentragio de 0,02%
e contaram-se as células brancas e as azuis observadas na esquadria da cAmara de
neubauer. A contagem das células realizou-se num microscépio 6tico invertido
Motic AE31 com ampliagio 100x (Motic®) e com recurso a um hemocitémetro
(BOECO and Co). Os estudos foram realizados 24, 48, 72 ¢ 96 horas apds a
irradiagdo. A viabilidade celular foi calculada como a percentagem de células

vidveis e a proliferagao celular foi determinada pelo nimero de células vidveis.

Viabilidade e Morte Celular

A avaliagio do tipo de morte celular foi analisada pelas carateristicas
morfoldgicas com recurso a microscopia 6tica apds coloragao das células com
meio May-Griinwald Giemsa. Para a realizacio da coloragio May-Griinwald
Giemsa, de modo a avaliar as citomorfolégicas de morte celular, foram realizados
esfregagos com as diferentes suspensoes celulares previamente irradiadas. Aos
esfregacos, depois de secos ao ar, adicionaram-se 1,5 mL de solugio de May-
Griinwald durante 3 minutos e, posteriormente, pipetou-se igual volume de
dgua destilada que ficou a atuar durante 1 minuto. Por fim, decantou-se e
acrescentaram-se 3 a 4 gotas da solugio de Giemsa, que se deixaram atuar
durante 15 minutos. Terminado este periodo, as liminas foram lavadas em
dgua corrente e observadas a0 microscopio Gtico Axioskap 2 (Zeiss, Munich,
Alemanha) (Gongalves, Alves, et al., 2013).

As fotografias foram obtidas a partir da cimara AxioCam 1Cc3 (Zeiss, Munich,
Alemanha) acoplada ao microscopio e, posteriormente, as imagens foram

analisadas com recurso ao software AxioVision (Zeiss, Munich, Alemanha) para
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Windows da Microsoft. Os estudos foram realizados 48 horas apés a irradiagio.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo (CF) permite contar, examinar e classificar células
ou outras particulas microscopicas suspensas em meio liquido. Esta técnica
permite analisar de forma rdpida, vdrias caracteristicas fisicas e quimicas de

células em suspensio através de um equipamento de detegio Gtico-eletrénico.

Quarenta e oito horas apés a irradiago 0,5x10° células/mL Todas as suspensdes
celulares obtidas foram centrifugadas a 500xG durante 5 minutos, suspendeu-
se 0 sedimento em 1 mL de PBS (do inglés, phosphate buffer saline) e transferiu-
se para tubos de citometria (BD Falcon™ 352054). Centrifugou-se novamente
a suspensao celular a 500xG durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante.
Os sedimentos ficaram prontos para ser submetidos as marcagoes de interesse,
descritas de seguida. Para todos os estudos de citometria de fluxo o niimero
de eventos considerado foi igual a 10.000, obtidos através do programa
CellQuest™ (Spectroncorp). Para a andlise e a quantificagio da informagio,
utilizou-se o programa especifico Paint-a-Gate 3.02, Machintosh Software (BD

Biosciences) que corre em computador dedicado.

Para caracterizar o tipo de morte celular recorreu-se a dupla marcagio com
anexina V (AV) e iodeto de propideo (IP) (FITC Annexin V Apoptosis Detection
kit I, BD Pharmingen). Apés suspensao do sedimento celular obtido, tal como
descrito, em 100 pL de tampdo de ligagdo, constituido por Hepes (Sigma
H7523) na concentragio de 0,01 M, NaCl (Sigma S7653) na concentragio 0,14
M, CaCl2 (Sigma C4901) na concentragio de 0,25 mM, adicionaram-se 5 puL
de AV marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein
isothiocyanate) e 2 uL de iodeto de propideo e incubou-se durante 15 minutos
no escuro, a temperatura ambiente. Posteriormente adicionaram-se 400 pL
de tampio de ligacdo e procedeu-se a andlise no citémetro FACSCalibur (BD
Biociences) utilizando os comprimentos de onda de excitagio de 494 nm e de

emissdo de 519 nm para a AV-FITC e os comprimentos de onda de excitagao
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de 351 nm e de emissdo de 617 nm para o IP. Os resultados foram apresentados
sob a forma de percentagem de células em cada grupo (Gongalves, Barbosa-
Ribeiro, ez al., 2013; Gongalves, Alves, ez al., 2013; Laranjo et al., 2013; Santos
etal., 2014).

Expressao de moléculas pré e anti-apoptoticas

Para a avaliagio da relagio entre a expressio de BAX (do inglés, Bel-2—
associated X protein) e de BCL-2 (do inglés, B cell lymphoma 2), as células foram
preparadas como descrito anteriormente. Apds a centrifugagio descartou-se
o sobrenadante e adicionaram-se 100 pL de solucio de fixagio (Immunostep,

Intracell Kit) e incubou-se durante 15 minutos no escuro a temperatura

ambiente.

Posteriormente adicionaram-se 2 mL de PBS, centrifugou-se novamente
a 500xG durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. De seguida,
adicionaram-se 100 pL de solugdo de permeabilizacio (lmmunostep, Intracell
Kiz), 1 pg de anticorpo contra a BAX, marcado com ficoeritrina (BAX-PE;
Santa Cruz, sc-20067PE) e a mesma quantidade de anticorpo contra a BCL-
2, marcado com isotiocianato de fluoresceina (BCL-2-FITC; Santa Cruz,
sc-509FITC). Agitou-se cada tubo em vortéx, seguindo-se de incubagio no
escuro e 4 temperatura ambiente durante 15 minutos. Apés este periodo de
incubagio com os anticorpos, lavou-se com 2 mL de PBS e centrifugou-se
a 500xG durante 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se
400 pL de PBS. Apés homogeneizagio em vortéx, analisou-se no citdmetro
utilizando os comprimentos de onda de excitagio de 494 nm e de emissao de
519 nm para a fluorescéncia do FITC e os comprimentos de onda de excitagio
de 496 nm e de emissio de 578 nm para a fluorescéncia do PE (Gongalves,
Barbosa-Ribeiro, et al., 2013; Gongalves, Alves, ez al., 2013).
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Potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado com recurso a sonda
fluorescente  5,5,6,6terrachloro-1,18,3,3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine
iodide (JC1). O JC1 é um catido lipofilico que se pode apresentar sob duas formas,
em mondémeros (M) ou em agregados (A), consoante o estado de polarizacio
ou de despolarizacio da membrana mitocondrial, o que determina a emissio de

fluorescéncia com comprimentos de onda diferentes.

Desta forma, a razdo entre a fluorescéncia verde e vermelha, ou seja a razio entre
mondmeros ¢ agregados (razdo M/A) permite inferir acerca do potencial de
membrana mitocondrial (Gongalves, Alves, et 4l., 2013; Laranjo et al., 2013).

Para a realizagio destes estudos, uma solucao de cerca de 10¢ células em PBS
foram centrifugadas durante 5 minutos a 500xG e, posteriormente, suspensas
num 1 mL do mesmo tampio. As suspensoes celulares foram incubadas
durante 15 minutos & temperatura de 37°C e ao abrigo da luz com 1 pL de JC1
(Sigma T4069), preparado na concentragio de 5 mg/mL em dimetilsulféxido.
De seguida, realizou-se nova lavagem com PBS com recurso a centrifugacio

e suspenderam-se as células em 400 uL do mesmo tampao. A detegio foi
efetuada no citémetro FACSCalibur (BD Biosciences).

Os resultados obtidos correspondem & média da intensidade de fluorescéncia
(MIF) para os agregados e para os monémeros e sio apresentados sob a forma

de razao M/A para cada condigio experimental.

Stresse oxidativo - perdxidos, anido superéxido

e glutationa reduzida

O stresse oxidativo foi avaliado pelos niveis de espécies reativas de oxigénio
e da defesa antioxidante GSH. A sonda 27“dichloroftuorescein-diacetate
(DCFH2-DA) permite a dete¢io de perdxidos intracelulares, uma vez que a
sua concentragio ¢ diretamente proporcional 4 intensidade da fluorescéncia

emitida pela sonda.
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As suspensdes celulares foram centrifugadas a 500xG durante 5 minutos,
recuperado o sedimento, ao qual se adicionou 1 mL de PBS. A esta suspensao
foi adicionado 1 pL da sonda DCFH,-DA (Molecular Probes, Invitrogen),
na concentragio de 5 mM diluida em dimetilformamida. A incubagio foi
realizada durante 45 minutos, na auséncia de luz e & temperatura de 37°C
(Laranjo, 2010). Apés o periodo de incubagio, realizou-se uma lavagem com
PBS com recurso a centrifugacio a 500xG durante 5 minutos apds o que o
sedimento foi suspenso em 400 uL de PBS. Apés agitagio em vortéx, analisou-
se no citémetro utilizando os comprimentos de onda de excitagio 494 nm ¢ de
emissdo de 519 nm. Os resultados sio apresentados em média de intensidade
de fluorescéncia normalizados relativamente ao controlo (Gongalves, Alves, et
al., 2013; Laranjo et al., 2013).

O dihidroetidio (DHE) é uma sonda utilizada para a detegio de espécies
reativas de oxigénio, visto que, apds oxidagio pelo radical superéxido e da sua

intercalacio no DNA, emite uma fluorescéncia na zona do vermelho.

Para esta avaliagao as suspensoes celulares foram centrifugadas a 500xG durante
5 minutos ¢ o sedimento foi suspenso em 1 mL de PBS. Posteriormente, a
suspensao foi incubada com a sonda DHE (Sigma-Aldrich) na concentragio
de 5 pM em dimetilsulfoxido, a 37°C, na auséncia de luz, durante 15 minutos.
De seguida a suspensio foi lavada com centrifugagio a 500xG durante 5
minutos. A andlise foi realizada no citémetro com um comprimento de onda
de excitacio de 496 nm e de emissio de 578 nm (Gongalves, Alves, et al.,
2013; Laranjo et al., 2013). Os resultados apresentam-se expressos em média

de intensidade de fluorescéncia normalizados relativamente ao controlo.

A glutationa reduzida (GSH) ¢ um nucledfilo forte que confere protegio das

células contra lesdo induzida por radicais livres, oxidantes e eletrofilos.

Para a detecio, as suspensoes celulares com aproximadamente 3x10° células
foram centrifugadas a 500xG, durante 5 minutos e suspendeu-se o sedimento
um 1 mL de PBS. Adicionou-se o alaranjado de merctrio (Sigma) de modo

a obter uma concentragio de 40 uM e incubou-se a temperatura de 37°C,
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na auséncia de luz, durante 15 minutos. Apés a marcagio, as células foram
lavadas com centrifugagio a 500xG, durante 5 minutos e suspendeu-se o
sedimento em 400 pL de PBS. A detecio foi efetuada com o comprimento
de onda de excitagio de 496nm e de emissao de 578 nm (Gongalves, Barbosa-
Ribeiro, ez al., 2013). Os resultados sao expressos em média de intensidade de

fluorescéncia e posteriormente normalizados relativamente ao controlo.

Avaliagio do Ciclo celular

Para este procedimento, as células (1,0x10¢ células/ml) foram centrifugadas
a 200xG durante Sminutos, apés o que se descartou o sobrenadante.
Adicionaram-se 200 pL de etanol a 70%, agitaram-se as células em vortéx e
incubaram-se durante 30 minutos a 4°C, no escuro. Posteriormente lavaram-se
as células com 2 mL de PBS e centrifugaram-se a 500xg durante 5 minutos.
Apés descarte do sobrenadante, adicionaram-se 500 pL de uma solugao de
PI/RNase ficando a incubar durante 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. A deteco foi feita utilizando o comprimento de onda de excitagao
de 351 nm e de emissao de 617 nm (Balca-Silva ez 4/, 2015). Para este estudo
foram obtidos 50.000 eventos através do programa CellQuest™ (Spectroncorp).

Para a andlise e a quantificagio da informagio, utilizou-se o programa especifico

MOD FIT (BD Biosciences).

Genotoxicidade

A eletroforese em microgel de agarose ou ensaio cometa, como ¢ mais

comumente designado, permite avaliar a lesao induzida nas cadeias do ADN.

As células Farage foram transferidas para falcons devidamente identificados e

suspensas de modo a obter uma concentragio de 50.000 células/mL.

O controlo positivo foi preparado a partir da cultura celular controlo (0
Gy). As células foram expostas a peréxido de hidrogénio numa concentragio

de 20 nM, durante 15 minutos a 4°C. Apés esse periodo, as células foram
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centrifugadas a 500xG por 5 minutos e suspensas em PBS, de forma a manter

a concentracao celular de 50.000 células/mL.

Utilizaram-se ldminas de vidro StarFrost® (26x76mm) previamente revestidas
com uma fina camada de agarose de ponto de fusio normal, na concentragio
de 1% (A-2790, Sigma Aldrich®). Preparou-se uma solucio de agarose+ de
baixo ponto de fusio na concentragio de 1% (A-9414, Sigma Aldrich®) e
adicionaram-se iguais quantidades da suspensdo celular previamente preparada
e da agarose de baixo ponto de fusio. Esta suspensio foi homogeneizada e
espalhou-se 1 mL sobre as laminas pré-revestidas com agarose. Seguidamente
cobriu-se a suspensio celular com uma lamela, o que proporcionou a formagio
de uma camada homogénea. Apds cerca de 30 minutos a 4°C as lamelas foram

removidas delicadamente.

As laminas foram incubadas durante a noite, a 4°C, em solucio de lise
alcalina, constituida por NaCl na concentragio de 2,5 M, por EDTA na
concentragio de 100 mM, por Tris na concentragio de 10 mM, por DMSO na
concentragio de 10% e por Triton X-100 na concentragio de 1%. As laminas
foram equilibradas durante 1 hora em tampao de eletroforese, preparado de
fresco, constituido por NaOH na concentragio de 300 mM e por EDTA na

concentragio de 1 mM com pH>13.

A eletroforese foi realizada durante 15 minutos com uma diferenca de potencial
de 25 V e com corrente de 1 A. Terminada a eletroforese, as liminas foram
submersas em solugio de neutralizagio constituida por Tris na concentrago de

0,4 M durante 5 minutos, processo que foi repetido duas vezes.

Com o auxilio de uma pipeta, dispensaram-se algumas gotas de brometo de
etidio (Bio-Rad) na concentragio de 25 pg/mL sobre as liminas e manteve-se
a0 abrigo da luz, durante 20 minutos, & temperatura ambiente. As ldminas
foram lavadas em 4gua ultrapura, com o objetivo de remover o excesso de

brometo de etidio e deixadas secar.

A anilise e aquisicio de imagens foram efetuadas num microscopio de
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fluorescéncia Motic AE31 (Motic®), equipado com um filtro de excitagdo de
546 nm e com uma limpada de merctirio de 100W. A emissio de fluorescéncia
foi monitorizada no comprimento de onda de 580 nm no refletor com um
filtro de 590 nm (Olive & Bandth, 2006). A observagio foi realizada com uma
ampliagio de 250X e a aquisicao de imagem foi realizada no software Motic
Images versio 2.0 (Microscope World, EUA). A andlise dos cometas foi feita com

recurso ao software TritekCometScore™ Freeware v.1.5 (Tritekcorp).

Expressao da P53 e de P53 fosforilada

A avaliagao da expressdo e da ativagio da P53, uma proteina importante na

resposta a RT, foi realizada por western bloz.

Para esta avaliagio foi necessdrio a preparagio de extratos de proteina total, cultivadas

durante 48 horas apds irradiagio com 0,5 Gy, com 15 Gy ou com 30 Gy.

Neste sentido findo o tempo de incubagio, as células foram transferidas
centrifugadas a 1000xG durante 5 minutos. Apés centrifugaco, descartou-se
o meio e adicionou-se 350 pL de tampio de lise para radioimunoprecipitagio
(RIPA, do inglés radio-immunaprecipitation assay buffer), constituido por NaCl
na concentracio de 150 mM, Tris na concentracio de 50 mM, 4cido tetracético
etileno glicol (EGTA, do inglés ethylene glycol tetraacetic acid) na concentragio de
5 mM, Triton na concentragio de 1%, desoxicolato de sddio na concentragio de
0,5% e SDS na concentragio de 1%, suplementado no momento de uso com uma
mistura de inibidores de proteases, cOmplete Mini na concentragio recomendada
(Roche 11836153001) e com ditiotreitol (DTT, do inglés dithiothreitol) na
concentragio de 1 pM. Para a preparacio dos extratos para a quantificagio
da proteina P53 fosforilada & solugio previamente mencionada adicionou-se
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail na concentragio recomendada (Roche
04906837001). Com o auxilio de raspadores, foi possivel soltar as células da

superficie do frasco e facilitar a lise.

Os lisados foram transferidos para microtubos previamente identificados que
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foram mantidos em gelo. Apds agitagio em vortéx as amostras foram sonicadas
trés vezes durante cerca de 10 segundos, utilizando uma amplitude de 30%
de um sonicador Vibra Cell (Sonic and Materials inc. EUA, modelo: VC50 de
240V, 50 W e 20 KHz). De seguida, centrifugaram-se as amostras a 14000g,
durante 15 minutos mantendo a temperatura a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos e as amostras foram guardadas numa arca

congeladora a uma temperatura de - , para pos erior processamento.
gelad t tura de -80°C t t

A quantificagdo de proteina total foi realizada pelo método do dcido bicinconinico
(BCA, do inglés bicinchoninic acid (BCA™ Protein Assay kit, Pierce)].

Posteriormente, as amostras foram desnaturadas a 100°C durante Sminutos
apos solubilizagio em solu¢io desnaturante constituida por Tris-HCl na
concentragio de 250 mM, pH 7,4, glicerol na concentragio de 30%, SDS na
concentragio de 10%, B-mercaptoetanol na concentragio de 10 mM e azul de

bromofenol na concentracio de 0,05%.

Para a realizagio da separagio de proteinas em gel de eletroforese de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE, do inglés sodium dodecyl
sulphate— poly-acrilamide gel electrophoresis) foram preparados géis de acrilamida
na concentragio de 10%. Os géis foram colocados na tina de eletroforese
com tampdo constituido por Tris na concentragio de 25 mM, glicina na
concentragio de 192 mM e SDS na concentragio de 0,1%, com pH acertado
a 8,3 (Bio-Rad, EUA) e, seguidamente, procedeu-se a colocagao das amostras
e do padrao de pesos moleculares (Precision PlusStandards, Dual Color, Bio-rad,
EUA). O protocolo de eletroforese consistiu na aplicagio de uma diferenca de
potencial de 80 V durante cerca de 30 minutos que passou depois a 150 V

durante 95 minutos.

Terminado o periodo de eletroforese, os géis foram colocados em contacto
direto com as membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDE do
inglés polyvinylidene fluoride; Bio-Rad, EUA), previamente ativadas com
metanol. A eletrotransferéncia realizou-se em tampao de dcido N-ciclo-hexil-3-

aminopropanossulfénico (CAPS, do inglés N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic
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acid, Sigma) na concentragio de 100 mM, com pH=11, e de metanol na

concentragao de 10%, com uma diferenca de potencial de 100V, durante uma hora.

As membranas foram imediatamente bloqueadas com solugao de albumina
sérica bovina na concentragio de 4% preparada em TBS-T (do inglés, Tris
buffer saline Tween-20).

Posteriormente, as membranas foram incubadas, respetivamente, com os
anticorpos primdrios, anti-P53 (DO-7; SC-47698, Santa Cruz Biotech,
California, EUA) e anti-fosfo-P53 (P53-18; SC-13580, Santa Cruz Biotech,
California, EUA), ambos preparados em ratinho, durante a noite ¢ a 4°C, sob
agitagio constante. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS-T
¢ incubadas com o anticorpo secundrio anti-ratinho (anti-mouse: RPN5781
GE Healthcare), durante uma hora, & temperatura ambiente e sob agitacio
constante. No final da incubagio com o anticorpo secundario, as membranas
foram lavadas e, posteriormente, incubadas com substrato enzimdtico, ECF
(ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino Unido)
durante aproximadamente cinco minutos e reveladas utilizando um leitor de

fluorescéncia (Zjphoon FLA 9000, Suécia).

Todas as membranas foram posteriormente ativadas e submetidas a
imunodete¢io com o anticorpo anti-actina (clone AC-15, A5441 — Sigma)

conforme o procedimento descrito para o anticorpo anterior.

Apés a aquisicao das imagens, o processamento das bandas foi realizado,
recorrendo ao software ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, EUA), através
do desenho de regides de interesse sobre as bandas com peso molecular
correspondente as proteinas de interesse, P53 e P53 fosforilada (-53kDa). Para
além destas bandas, foram ainda desenhadas regides de interesse nas bandas
de actina (~42kDa). Posteriormente, foi realizado o cdlculo da razio entre
a intensidade da banda da proteina de interesse, P53 ¢ P53 fosforilada, e a
intensidade da banda da actina, respetivamente (Santos ez al., 2014). Para cada

linha celular a condigao de controlo (0 Gy) foi considerada como padrio.
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Anélise estatistica

A anilise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM SPSS°® v.22 e os
graficos foram construidos através de GraphlPad Prism versao 5.0. Na andlise
descritiva foram determinadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e

de dispersio (desvio-padrio e amplitude interquartil) paraas varidveis quantitativas.

Para avaliar a normalidade da distribui¢io das varidveis recorreu-se ao teste
Shapiro-Wilk. Para varidveis com distribui¢ao normal foram utilizados testes

paramétricos; caso contrrio os testes utilizados foram ndo paramétricos.

A comparagio de varidveis quantitativas entre dois grupos foi realizada com
recurso ao teste de U Mann-Whitney (ndo paramétrico). A comparagio de
varidveis quantitativas entre mais de dois grupos foi obtida com recurso ao teste
de Kruskal-Wallis (teste ndo paramétrico) ou com recurso ao teste ANOVA
de um fator (teste paramétrico). As comparagoes multiplas foram realizadas

considerando a correcao de Bonferroni.

A comparagio dos resultados dos ensaios clonogénicos com o respetivo
controlo foi feita pela determinagio do intervalo de confianca a 95% (IConf
95%) do valor da condigio, considerando-se significativamente diferente do

controlo caso o IConf 95% ndo englobasse o valor 1.

As curvas de dose-resposta para os estudos de citotoxicidade foram obtidas
através do ajuste dos dados experimentais a uma curva sigmoidal, com recurso
ao software OriginPro utilizando o modelo “DoseResp”. As curvas referentes
aos ensaios clonogénicos foram obtidas considerando os seguintes modelos:
linear quadratico (SF=eA(-aD-BD? ) ) e o modelo linear de agressao celular
(SF=eA(-D/D")), com recurso ao mesmo software. Foi considerado um nivel

de significAncia de 5%.

Resultados

Avaliagao da viabilidade, proliferacdo e sobrevivéncia
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As células Farage expostas & RI sofreram uma diminuicio da sua viabilidade e
proliferaco, de forma dependente da dose e do tempo apés exposicao, tal como

representado na Figura 1.

A viabilidade celular, apds exposico, diminui significativamente apds exposi¢io
a todas as doses em estudo (p<0,05 para 0,5 Gy e p<0,001 para 15, 30 ¢ 60 Gy).
Verificou-se que a dose que induz a diminui¢io da viabilidade em 50% foi de

cerca de 30 Gy, como pode ser visto na Figura 1A.

Por outro lado, no que diz respeito 2 proliferagio celular ao longo do tempo,
verificaram-se comportamentos diferentes dependendo das doses. Assim, com
exposicio a dose de 0,5 Gy foi observado um crescimento modesto das células
Farage durante as primeiras 24 horas, que é mantida para todos os tempos
considerados. Para as restantes doses de radiagio estudadas (15, 30 e 60 Gy)
foi observada uma diminuigio continua e significativa para todos os tempos

(»<0,001), comparando com os controlos (Figura 1B).

Factor de Sobrevivéncia

—_——— !
0 24 48 72 96 0 24 48 72 9 0 05 2 5 8 12 15 30 60
Tempo (horas) Tempo (horas) Dose (Gy)

- Controlo - 05Gy — 15Gy - 30Gy - 60Gy — Controlo - 05Gy -+ 15Gy —* 30Gy — 60Gy

Figuna 1. Viabilidade celular (A), proliferagio (B) e sobrevivéncia celular (C) ap6s a exposicao a RI. (A)
Curvas de dose-resposta das células Farage apés exposicio a RI, por ensaio de exclusio com Trypan
Blue, avaliada 24h, 48h, 72h e 96h apds exposicio. Os resultados sao expressos como percentagem de
viabilidade, normalizada ao controlo. A significAncia estatistica é representada para cada dose em relagio
ao controlo: 0,5 Gy *p<0,05; **p<0,001; ***»<0,001; 15 Gy °**p<0,001; 30 Gy “"p<0,001; 60 Gy
###p<0001). (B) A proliferacio celular das células Farage apés exposicio a IR, por ensaio de exclusio
com Trypan Blue, avaliada 24h, 48h, 72h e 96h apds exposicio. Os resultados sdo expressos como
densidade célular (ntimero de células). A significAncia estatistica é representada para cada dose em relagio
ao controlo: 0,5 Gy *p<0,05; **p<0,001; ***»<0,001. (C) Representacio do fator de sobrevivéncia,
avaliado pelo ensaio clonogénico, 7 dias apds a exposicio 4 radiagio ionizante. Os resultados RI sio
expressos como fator de sobrevivéncia, normalizado ao controlo, como a média +SEM de, pelo menos,

seis experiéncias independentes.
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No que diz respeito a sobrevivéncia celular, verificou-se uma diminui¢io
significativa do SE apds a exposicio a todas as doses de radiagio estudadas,
de forma dependente da dose. A dose letal média (DL, ) foi de 1,73+0,27 Gy,

calculada aplicando o modelo de agressao celular linear-quadratico.

Avaliacio da morte celular

A morte celular foi avaliada recorrendo a duas metodologias distintas, a fim
de compreender quais os mecanismos envolvidos, 48 horas apds a exposicio a

radiagdo (Figura 2).

As carateristicas morfoldgicas das células Farage foram determinadas pela
coloragio May-Grunwald-Giemsa, tal como representado na Figura 2A. Os
estudos de morfologia demonstraram que a exposicio a doses de RI mais
baixas induziu um aumento no nimero de células que sofrem carateristicas
morfoldgicas de morte celular por apoptose, tais como formagio de bleebs,
condensagio da cromatina, fragmentagio nuclear e formagio de corpos
apoptoticos (Figura 2A-B e A-C). Além disso, a exposi¢ao a doses mais elevadas
apresentou um aumento no nimero de células em morte celular por necrose,
tal como observado na Figura 2A-D e 2A-E.

De facto, tal como podemos observar na Figura 2B, comparativamente ao
controlo (85,80+0,92%), verificou-se uma diminuicio do niimero de células
vidveis apés exposicao as doses de 0,5 Gy (66,50+1,73%, p<0,001), 15 Gy
(55,40+2,14%, p<0,001), 30 Gy (49,20 + 3,09%, p<0,001) e 60 Gy (41,60 +
2,16%, p<0,001). Para além disso, a diminuigio da viabilidade celular induzida
pela RI ¢ devida a um aumento significativo das células em morte celular por
apoptose em comparagdo com o controlo (6,60+0,51%), apds exposigio a
0,5 Gy (22,17+1,14%, p<0,001), 15 Gy (31,80+1,66 %, p<0,001), 30 Gy
(38,00+2,65%, p<0,001) e 60 Gy (33,80+0,58%, p<0,001).

Verificou-se igualmente um aumento significativo da populagio celular em

morte celular por apoptose tardia/necrose comparativamente ao controlo
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(1,2040,20%) apés exposicio as doses de 0,5 Gy (7,83+1,19%, p=0,038),
15 Gy (9,60 + 1,44%, p=0,009), 30 Gy (9,00+1,70%, p=0,029) ¢ 60 Gy
(9,20£0,66%, p=0,0013).

Paralelamente, foram avaliados mecanismos de modulagio da morte celular
por apoptose apds exposicao a Rl, através do estudo da razao BAX/BCL-2,
por citometria de fluxo. Tal como observado na Figura 2C, verificou-se que
um aumento da dose de RI induziu um aumento significativo da razao BAX/
BCL-2 em comparagio com o controlo, ap6s exposicao as doses de 0,5 Gy
(1,24£0,06, p=0,014), 15 Gy (1,570,07, p=0,001), 30 Gy (1,75+0,05,
2=0,001) € 60 Gy (1,90£0,12, p=0,005).
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Figura 2. Avaliagio da morte celular e os mecanismos de morte celular. (A) Avaliagio das caracteristicas
morfoldgicas das células Farage por coloragio May-Grunwald Giemsa, apés a exposicao RI. Imagens
representativas de células controlo, e células expostas as doses de 0,5 Gy, 15 Gy, 30 Gy e 60 Gy. As setas
representam a formagio de blebbings. Amplificagio de 400X. (B) A viabilidade e tipos de morte celular
das células Farage, 48h apés a exposicio a R, avaliada por citometria de fluxo por dupla marcagio
de Anexina V/iodeto de propidio. Os resultados sio expressos como a média+SEM da percentagem
de células vidveis e células que sofrem morte celular por apoptose inicial, apoptose tardia/necrose e
necrose, de pelo menos quatro experiéncias independentes. (C) Avaliagio da razdo de BAX/BCL-2 em
células Farage, 48h apés a exposicao RI. Os resultados sdo expressos como a média+SEM da intensidade
média de fluorescéncia, normalizada ao controlo de, pelo menos, quatro experiéncias independentes.
(D) Avaliagio do potencial de membrana mitocondrial por avaliagio da razio Monémeros/Agregados
(M/A) de JC-1, por citometria de fluxo, nas células Farage, 48h apés a exposicao a RI. Os resultados
s3o expressos como a média+tSEM da intensidade média de fluorescéncia da razio M/A, normalizada
ao controlo, de pelo menos quatro experiéncias independentes. A significincia estatistica é expressa em

relagio ao controlo: p<0,05, **p<0,01 e ** p<0,001.
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Para além disso, de forma a confirmar o envolvimento mitocondrial na morte celular
induzida pela RI, o potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por FC usando a
sonda JC1. Em células apoptdticas, o potencial de membrana mitocondrial colapsa e a
sonda JCI ndo se acumula na mitocdndria, permanecendo na sua forma monomérica
no citoplasma. Os nossos resultados demonstraram um aumento da razio M/A de JCl,
proporcional ao aumento das doses de RI, refletindo um decréscimo no potencial de
membrana mitocondrial. Assim, tal como na Figura 2D, a razio M/A aumenta com
exposicio as doses de 0,5 Gy (1,0740,002, p=0,045), 15 Gy (1,39+0,04, p=0,002), 30
Gy (1,59:0,04, p=0,001) e 60 Gy (1,71£0,10, p=0,006).

Avaliagio do ciclo celular e stresse oxidativo

Foram avaliados os efeitos da exposi¢io a RI no que toca ao ciclo celular nas
células da linha celular Farage, sendo que os resultados estao representados na

Figura 3A.

Observou-se que, 48h apds exposicio a R1, se verificou um aumento significativo do pico
pré-apoptdtico pré-G, comparativamente ao controlo (2,60+0,51%), apds exposicio as
doses de 15 Gy (12,50+1,57%, p<0,001), 30 Gy (19,33+0,99%, p<0,001) e 60 Gy
(12,251,60%, p<0,001). Observou-se igualmente uma diminuico significativa da
populacio celular na fase G,/G, comparativamente a0 controlo (64,20+1,6%), apds
exposicio as doses de 15 Gy (31,00+1,93%; p<0,001), 30 Gy (32,33+2,39%, p<0,001)
e 60 Gy (41,50£0,96%, p<0,001). Verificou-se também um aumento significativo do
bloqueio do ciclo celular na fase G,/M, comparativamente ao controlo (10,40+1,72%)
apés exposicio as doses de 15 Gy (29,00+3,54%, p<0,001), 30 Gy (25,33+3,54%,
$<0,001) € 60 Gy (42,25+2.75%, p<0,001).

Além disso, os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (perdxidos
e anido superdxido), foram determinados por citometria de fluxo recorrendo
3s sondas DCFH-DA e DHE, bem como a defesa antioxidante GSH.
Geralmente, e tal como demonstrado na Figura 3B-D, a produgio de ROS
aumenta significativamente apds exposigao a RI. De facto, verificou-se um

aumento significativo dos niveis intracelulares de perdxidos comparativamente
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Figura 3. Avaliagio das alteragoes no ciclo celular e stresse oxidativo apds a exposi¢io a radiagio jonizante.
(A) avaliagio do ciclo celular por citometria de fluxo e representagio gréfica das fases do ciclo celular
nas células Farage, 48h apés exposicio 2 RI. Os resultados sio expressos como a média+SEM da
percentagem de células identificadas para cada fase do ciclo celular de, pelo menos, quatro experiéncias
independentes. Avaliagio do stresse oxidativo por citometria de fluxo por meio da avaliagio dos niveis
intracelulares de peréxidos (B), anido superéxido (C) e de GSH (D) nas células Farage 48h apds
exposicio a RI. Os resultados sio expressos como a média+SEM da intensidade de fluorescéncia de, pelo
menos, quatro experiéncias independentes. A significincia estatistica é expressa em relagio ao controlo:
*p<0,05, **p<0,01 € **p<0,001.

ao controlo, apds exposigio as doses de 15 Gy (1,22+0,07, p=0,043), 30 Gy
(1,93£0,08, p<0,001) e 60 Gy (1,22+0,05, p=0,024) (Figura 3B). Resultados
similares foram observados nos niveis intracelulares de anido superéxido, com
um aumento significativo comparativamente ao controlo, com exposi¢io
as doses de 15 Gy (1,39+0,08, p=0,016), 30 Gy (1,82+0,15, p=0,011) e 60
Gy (1,55£0,13, p=0,024), como demonstrado na Figura 3C. Foi também
observado um aumento significativo nos niveis intracelulares da defesa
antioxidante GSH apés exposico as doses de 30 Gy (1,26+0,09, p=0,046) e
60 Gy (1,31+0,05, p= 0,004), como mostrado na Figura 3D..
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Avaliagdo de lesdes no DNA

A RI estd, geralmente, relacionada com mono e/ou bi-alquilagio de DNA e,
consequentemente, a morte celular. Tal como descrito na Figura 4A, observou-se
um aumento do nimero de cometas mais pronunciados apds exposico a dose de
30 Gy. Observou-se um aumento significativo do momento da cauda em relagio
ao controlo apés exposigao as doses de 15 Gy (p<0,001), 30 Gy (p<0,001) e 60
Gy (p<0,001), conforme mostrado na Figura 4B.
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Figwma 4. Genotoxicidade induzida nas células Farage, apds exposicio a RI. (A) Fotografias
ilustrativas da eletroforese em gel de célula tnica (comummente ensaio cometa) na linha celular
de limfoma difuso de grandes células B Farage, 48h apés a exposi¢io a R, com as doses de 0,5
Gy, 15 Gy, 30 Gy, 60 Gy, controlo (CTR) e controlo positivo (CTR+). (B) Representagio do
momento da cauda, determinado pelo ensaio cometa, 48h apds a exposicao a RI. Os resultados
sio expressos como médiatSEM de seis experiéncias independentes (n = 6), com um minimo
de 100 cometas para cada condigio. A significincia estatistica ¢ expressa em relagio ao controlo:
520,001
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Avaliagdo da expressao de P53

Aproteina P53 desempenha um papel crucial na regulagio de vdrios mecanismos
celulares. Alteragoes nesta proteina podem levar a perturbagoes na regulagio de
células normais. Tal como pode ser observado na Figura 5A, a RI induz um
aumento significativo nos niveis de expressio de P53 total em comparagio com
o controlo, apds exposicdo as doses de 15 Gy (1,90+0,11, p=0,001) e 30 Gy
(2,74+0,26, p=0,001). Do mesmo modo, verificaram-se niveis aumentados da
proteina P53 fosforilada nas células Farage em comparagio com o controlo,
quando as células foram expostas as doses de 0,5 Gy (1,22+0,07, p=0,044),
15 Gy (1,6420,16, p=0,007) e 30 Gy (2,66+0,24, p=0,006), como descrito
na Figura 5B.
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Figuma 5. Expressao da proteina P53 total (A) e P53 fosforilada (B) nas células da linha celular

Farage, 48h apds a exposicao & RI. Os resultados sdo expressos como a média da intensidade de
fluorescéncia da razao P53 total/actina (A) e da razio P53p/actina (B), normalizada ao controlo,
apds a exposicio as doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e 30 Gy. Grficos representam a médiatSEM,
de quatro experiéncias independentes. As figuras consistem em imagens representativas da
imunotransferécia da expressao de P53 total, pP53 e B-actina para cada condigio experimental.

SignificAncia estatistica é representada em relagio ao controlo *p<0,05; **p<0,01.
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Discussao

A radiorresisténcia permanece como uma barreira fundamental que limita a
eficdcia da RT no tratamento do cancro. Evidéncias recentes sugerem que a
radiorresisténcia é devido ao repovoamento do tumor e envolve vdrias vias
de sinalizagdo. Assim, uma melhor compreensio dos mecanismos celulares
e moleculares induzidos pela RI pode contribuir, no futuro préximo, para
reduzir o nimero de casos de radiorresisténcia (Mendes et af, 2015).
Embora a RT esteja a ser substituida progressivamente por outras estratégias
de tratamento, tais como QT, é ainda um tratamento bastante importante.
O estabelecimento de RT, como uma possivel estratégia de tratamento em
LDGCB, poderia proporcionar vantagens no que concerne ao prognéstico,

na fase inicial ou no caso de doenca localizada (Mendes ez 4., 2015).

Até 4 data, a realizacio do tratamento de RT com recurso a elevadas doses
individuais, ndo tem sido extensivamente estudado, muito devido as recentes
inovagdes em termos de novos dispositivos de irradiagio e ao uso de imagem
funcional tridimensional, que comegam a ser usados em determinados regimes
de tratamento (Mendes et 4/, 2015). Assim, torna-se essencial estudar os
efeitos da RT, nomeadamente na proliferagio e viabilidade celular, o tipo de
morte celular induzida, lesio no ADN de células expostas a diferentes doses

tinicas de RI.

Os nossos resultados mostraram que a RI induz efeitos citotoxicos e
antiproliferativos nas células Farage, de uma forma dependente da dose e do
tempo de exposicio (até 96 horas). No entanto, estes resultados fornecem
uma avaliagao a curto tempo dos efeitos da RI, pelo que recorremos ao ensaio
clonogénico, que é o gold standard para a avaliagio do fator de sobrevivéncia
a0 longo tempo. Desta forma, verificimos uma DL, para células Farage de
1,7310,61 Gy, sendo uma DL relativamente baixa, em comparagio com
outras linhas celulares, nomeadamente em tumores sélidos, tais como as
determinadas nas linhas celulares A549 e H460, recorrendo a um Shepherd
Mark 1 68 Irradiator, (137Cs Irradiator) (JL Shepherd, San Fernando, CA,
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USA, numa taxa de dose de 70,6 rad/min,  temperatura ambiente (Gomez-
Casal et al., 2013), e em comparagio com os resultados obtidos por nés num
estudo realizado em trés linhas celulares de cancro de pulmao (Mendes, Sales, e#
al., 2015). De facto, a Rl induz a ativagio de vdrios mecanismos intracelulares,
tais como lesoes no ADN, interrupgio do ciclo celular e a produgio de ROS
(Mendes ez al., 2015). No nosso estudo, observou-se que a RI induziu morte
celular nas células da linha celular Farage de forma dependente da dose, sendo
que a morte celular ocorre principalmente por apoptose, como observado
pelo aumento das populagoes de células em morte celular por apoptose e
pelo aumento das razdes BAX/BCL-2 ¢ M/A. Estes resultados também foram
observados pela nossa equipa nas células da linha celular A549, cujas células

apresentam uma expressio P53% (Mendes ez 4., 2015).

Estes resultados poderio estar relacionados com um aumento significativo da
produgio de ROS, nomeadamente pelo aumento do anido superéxido e de
peréxidos, que foram também avaliados por outros autores (Lee, Kim, Kil,
& Park, 2007; Yamaguchi & Kashiwakura, 2013; Yamamori ez al, 2012).
Por outro lado, apés a exposicio a RI, as células Farage tentam recuperar
do desequilibrio existente no ambiente oxidativo através de um aumento
significativo dos niveis de GSH. Outros autores evidenciaram a existéncia
de duas fases distintas da producdo de ROS apés exposicio a RI, sendo que
um estd associado com um decréscimo tardio dos niveis de ROS por sua vez
associado a GSH reduzida e potencial de membrana mitocondrial reduzido,
e um segundo relacionado com a produgio exdgena de ROS que induz a
libertagio de citocromo c¢ diretamente em mitocondrias isoladas que indicam
que a produgio tardia de ROS estd correlacionada com fungdes mitocondriais
criticas. Estas fungoes estdo provavelmente estritamente ligadas  libertagio de
citocromo c e ativagio da via das caspases (Q. Chen ez 4/, 2003). Para além
disso, no nosso estudo observou-se que a participacao das vias mitocondriais é
altamente regulado por um equilibrio entre a proteina pro-apoptética BAX e a
proteina anti-ap6ptética BCL-2 que é crucial nos mecanismos induzidos pela

RI (Loriot et al., 2014; Mendes, Sales, et al., 2015).
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Aexposigio a Rl também induziu um bloqueio do ciclo celular das células Farage
na fase G,/M, que poderd estar relacionado com o aumento significativo na
produgio de ROS e lesdes no ADN, seguidos por uma grande e concomitante
aumento dos niveis de proteina P53 total e fosforilada, que desempenha um
papel crucial na regulagao da apoptose e no bloqueio do ciclo celular, tal como
observado na linha celular de cancro do pulmio A549 (Mendes, Sales, ez al.,
2015). De facto, a ativagio da P53 ¢ conhecida como sendo reguladora da
morte celular apoptética apds exposi¢ao a insultos celulares, incluindo lesoes
no ADN, ativagio de oncogenes ou hipoxia (Montero, Dutta, van Bodegom,
Weinstock, & Letai, 2013; She, Bode, & Ma, 2001; Wu, 2004).

Ap6s lesoes no ADN, a P53" ¢ ativada, promovendo bloqueio do ciclo celular,
transativagao de enzimas reparadoras e, se alesio nao puder ser reparado, apoptose
(Montero et al., 2013; She ez al., 2001; W, 2004). Devido a estas alteragoes, tais
como mutagoes e expressoes alteradas, a P53 promove o crescimento de vantagens
e assegura a sobrevivéncia em células tumorais pela inibigao da resposta apoptética
necessdria para a supressio tumoral (X. Chen ez al, 2014; Lien er al., 2015;
Yamamori et al., 2012). Montero et al., (2013) demonstraram que a P53 pode
também controlar morte celular ndo apoptética e que pode ser selecionada por
células tumorais que promovem nao s6 a sua resisténcia a apoptose mas também
a necrose, € este mecanismo pode explicar a resisténcia a quimio e RT mesmo

quando conduz a mecanismos nao apoptéticos.

Em resumo, os nossos resultados demonstraram que a RI induz morte celular
de forma dependente da dose e do tempo apds exposicao. O estudo do tipo de
morte celular e os mecanismos subjacentes nesta linha celular revelaram que a
RI, nas células Farage, induz lesdes que levam a morte celular pela via intrinseca
da apoptose. Desta forma, a morte celular pode ocorrer preferencialmente
por apoptose ou apoptose tardia/necrose com um  significativo aumento
da producio de ROS, lesoes no ADN conduzindo a expressio elevada e

consequente expressao de P53, resultando em bloqueio celular na fase G,/M.

Os nossos resultados demonstraram que os efeitos da RI pode alterar um
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namero significativo de alvos moleculares e celulares e que a sua compreensio é

essencial de forma a enaltecer a importancia da RI no tratamento de LDGCB..
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Ciéncias Aplicadas : Coletinea de Estudos

Iluminagio do Centro Histérico da Aldeia
de Casteigao: Proposta de Intervengio

Patricia Santos e Abreu, Cristina Faustino Agreira &

Manuel Travassos Valdez

A luz condiciona a maneira de ver e sentir o mundo, ¢ fonte de iluminago,
inspiracio e sentido (Olliveira, 2015). E o parimetro mais importante a
ter em atengdo quando ¢ necessdrio realizar projetos de iluminagio. Com o
aumento da popularidade da sustentabilidade e eficiéncia energéticas torna-se
vital adaptar os espagos exteriores, respeitando a sua componente historica,
para que possam ser admirados, ndo apenas de dia. A preocupagio com o

conforto, seguranca e estética sa0 aspetos importantes.

A iluminagio publica decorativa é sem ddvida, uma drea que deve ser
explorada e alvo de alguma exigéncia tanto pelo projetista, como pelo dono
da obra e evidentemente por quem dela usufrui. Durante anos esta exigéncia
ndo se verificou e observam-se, agora, zonas histdricas, parques, jardins e
monumentos, que apresentam uma caréncia de iluminagio que provoca o

afastamento das pessoas desses mesmos locais.

Um projeto de iluminagio de uma fachada ou monumento ¢ uma atividade
também artistica, exigindo um estudo detalhado desses locais. Uma das tarefas
do projetista de iluminagio ¢ a de decidir que caracteristicas do prédio sao
mais atraentes e assim desenvolver o projeto tentando realcar essas mesmas
caracteristicas. A técnica correta de se iluminar uma fachada nio se encontra,
somente, baseada em principios de engenharia de iluminagio, ¢ também
necessdria uma compreenso a respeito dos valores estéticos da arquitetura

do local.

Com o avango da tecnologia podem-se obter diversas formas eficientes
e eficazes de se elaborar um projeto luminotécnico, visando a eficiéncia

energética e a sustentabilidade dos sistemas de iluminagio (Cabrita, C.,
Tavares, B., Bento, V., 2008).
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A iluminacio do centro histdrico da aldeia de Castei¢ao, do concelho de Méda,
distrito da Guarda, foi um trabalho de investigacio desenvolvido no 4mbito
de um protocolo assinado em 2008 entre o Instituto Superior de Engenharia
de Coimbra/DEE, a Cimara Municipal de Méda e a Junta de Freguesia de
Castei¢ao, com vista A recuperagio da iluminagio do centro histérico. Este
trabalho, inserido na unidade curricular de Projeto de Sistemas de Energia
Elétrica, do 3° ano da Licenciatura em Engenharia Eletrotécnica, teve como
principal objetivo a iluminagio direcionada para os monumentos e fachadas
mais importantes da aldeia de Casteigdo, integrando os alunos na utilizagio da

aprendizagem baseada em problema (PBL- Problem Based Learning).

Atualmente, as Instituigoes de Ensino Superior devem saber preparar o aluno
para enfrentar um mercado altamente competitivo, no qual as solugdes
para problemas devem assentar sobre conceitos cientificos perfeitamente
formados. A aprendizagem cooperativa envolvendo os alunos a trabalhar em
equipa, proporciona o desenvolvimento de novas competéncias, tais como
a interdependéncia positiva, a responsabilidade individual, a promogio da
interagdo face-a-face, o uso apropriado de capacidades de colaboragio assim

« 2l 7’ . .
como o “self-assessment” da prépria equipa.

O presente trabalho de investigagio foi realizado através do recurso ao soffware
DIALux 4.3, um dos principais softwares de simulagio luminotécnica,
bastante utilizado por arquitetos, engenheiros, decoradores e estudantes.
Este software permite criar uma visualizagdo tridimensional realistica dos
ambientes, selecionar lumindrias e simular o ambiente, com a presenca de luz

natural e artificial e com a possibilidade de produzir filmes para apresentagio.

Estratégia de Ensino e Aprendizagem

Na unidade curricular de Projeto de Sistemas de Energia Elétrica, foi incluida
uma nova forma de ensino e aprendizagem, o PBL. Nesta metodologia os
alunos desempenharam um papel importante, no cendrio apresentado, através

de um ambiente virtual muito semelhante a0 mundo real. Os objetivos de
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aprendizagem da simulagio foram pré-definidos e disponiveis para estudantes,
que foram obrigados a criar estratégias para atingir esses objetivos. O cendrio
que eles receberam levantou um ndmero de questoes e problemas. O desafio
foi identificar e abordar as questdes e problemas e a sua prépria perspetiva e
ver como poderiam lidar com eles de forma criativa. Isto é considerado tao
importante quanto explorar criativamente outros problemas que o acham que

podem estar relacionados com as questes levantadas.

Os alunos foram agrupados em equipas de quatro a fim de maximizar o
potencial de aprendizagem desta simulagio, mantendo a dindmica de grupo,
particularmente a comunicagio e habilidades interpessoais necessdrias. Eles
também eram obrigados a tomar em consideracio todas as obrigacoes legais
e industriais usadas em contextos de vida real (Bodemer, 2004). No final do
semestre, todos os alunos participaram de um férum presencial para discutir
quaisquer questdes relevantes levantadas durante o processo. O férum foi
usado para a reunido de estudantes, professores e profissionais interessados no
campo do design de iluminago. As discussoes envolveram os beneficios deste
modo ensino em particular e a estratégia de aprendizagem para ambas as partes

envolvidas, professores e alunos.

Foi possivel adaptar o conteiido das matérias da unidade curricular e as
atividades de aprendizagem em resposta ao desenvolvimento durante a
simulacdo. A avaliagio consistiu em rever e refletir sobre o conhecimento
conceitual e compreensio do trabalho como engenheiro de lighting design,
bem como as aptiddes, em participar o trabalho em equipa, usando recursos

de simulagio.

Envolvimento dos alunos

Neste trabalho de investigagio um grupo de alunos mostrou-se interessado
no tema proposto. Com base no objetivo proposto integraram uma equipa,
focaram-se no problema, planearam e determinaram a metodologia mais

apropriada para o alcangar. Foi necessirio avaliar e discutir o problema em
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grupo e analisar os aspetos mais significativos. Os alunos foram orientados
por dois docentes e todos eles tiveram acesso a recursos experimentais, de teste

assim como recursos de computagio, tendo sidos integrados num Laboratério.

Neste projeto, os alunos participaram como agentes ativos no processo de
aquisi¢do de conhecimento, aprendendo a comandar as diferentes ferramentas
e recursos disponiveis. Assim, estavam ativamente envolvidos nos seus papéis.
Foi utilizado um instrumento de avaliagio anénimo no final do curso, a fim
de obter um feedback objetivo dos alunos participantes (J. Zhang, Chen, &
Reid, 2000).

A simulagio forneceu uma variedade de oportunidades para os alunos
interagirem uns com os outros. Com a simulagio os alunos foram capazes de
“practice skill” e explorar dreas sensiveis. A maioria dos alunos classificaram a
eficdcia da simulagio como sendo alta ou muito alta. Estas conclusées deram
um feedback muito positivo para o uso de simulagoes de ambiente virtual para
promover a compreensio sobre os contetidos, competéncias e valores relevantes

para o projeto proposto.

O projeto exigiu que os alunos adquirissem uma reflexio critica e ampliassem
os seus conhecimentos e compreensio das principais questdes. O projeto
substituiu os tutoriais/semindrios presenciais convencionais e promoveu um
contato frequente entre os alunos e os professores. Isto exigiu que os alunos
examinassem os seus proprios comportamentos e tivessem em consideragio os
dos outros. O projeto de simulagio permitiu um aumento na comunicagio e

refor¢ou o senso de comunidade entre os alunos.

Foi considerado muito positivo o facto de que os alunos nao tiveram
dificuldades em aceitar as opinides dos colegas, em colaborar/trabalhar com os
outros, em ajudar os outros, em ser um amigo e terem conseguido manifestar

as suas opinides e ideias.

Estas estratégias resumem as atitudes fundamentais, para o trabalho

cooperativo. Os alunos reconheceram os beneficios destas estratégias, apesar de
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terem alguma dificuldade em trabalhar com alguns dos seus companheiros de
grupo. O trabalho cooperativo fomentou o trabalho em equipa. O entusiasmo
¢ a capacidade de trabalhar com os outros sio aptidoes que eles tiveram que
desenvolver na escola. De um modo geral, pode concluir-se que a experiéncia

teve um impacto positivo na forma como os alunos aprenderam.

A aprendizagem cooperativa ¢ um processo dinimico em que os alunos
trabalham em equipa, tendo um objetivo comum a alcangar com a realizaio

do trabalho de investigagio (Faust & Paulson, 1998).

O método de aprendizagem cooperativo difere substancialmente dos métodos
cldssicos. Representa um novo paradigma de ensino com muitas vantagens que
podem proporcionar uma grande melhoria na aprendizagem ao longo da vida
(Felder & Brent, 2001).

O PBL ¢, pois, uma metodologia que ajuda os alunos a explorar e a utilizar
os seus proprios recursos, e pode ser aplicada a um largo espectro de matérias.
Os problemas sio usados para motivar o interesse dos alunos e iniciar a
aprendizagem, trabalhando cooperativamente em grupos na procura de
solugdes para os problemas (J. W. Zhang, Chen, Sun, & Reid, 2004). A
estratégia educativa PBL, sendo uma metodologia de aprendizagem ativa, foi
usada e adaptada neste trabalho de investigagao. Esta metodologia é considerada
uma forma de fomentar a aprendizagem dos alunos, de modo a aumentar a sua
aprendizagem e motivagao, assim como melhorar o ambiente na sala de aula.

E um modo eficaz de aumentar o nivel de realizacio e de atitude dos alunos.

Muitos alunos estavam motivados para aprender e tentaram realizar todas
as atividades, esclarecer as suas dividas e resolverem todos os problemas que
ocorreram. A grande maioria assumiu que adquiriram uma grande quantidade
de informagées, compreensio e competéncias sobre o assunto, e que foi
muito Gtil. Alguns alunos pediram aos seus colegas ajuda para resolver alguns
problemas, promovendo uma aprendizagem peer-to-peer (Mazur, E. 1997).
Alguns alunos sentiram que as estratégias de cooperagio nem sempre foram

muito eficazes.
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’

Na concegio de uma instalagio de iluminagio ¢ exigido ao projetista o
cumprimento integral dos niveis de iluminagio adequados a cada situagdo,

evitando assim o efeito “polui¢io luminosa”.

Este efeito ¢ hoje bastante visivel nos grandes centros urbanos, e vai no sentido
contrdrio s exigéncias europeias e mundiais quanto a racionalizagio energética.
E nesta drea que a utilizagio de equipamentos mais eficazes se traduzird em
redugbes significativas de consumos energéticos. Hoje em dia, o principal
objetivo ¢ instalar equipamentos que proporcionem niveis de iluminagio
necessdrios ao desempenho das atividades, reduzindo quer o consumo de

energia elétrica quer os custos de manutengio dos sistemas.

As diversas iluminagdes, hoje presentes nas nossas ruas, podem ser divididas
em diretas e indiretas. Diretas sio aquelas que estio implementadas no
espago publico e que podemos classificar em iluminagio publica, iluminagio
patrimonial, iluminagio comercial, iluminagdo operativa, iluminacao
artistica, e iluminagio efémera. J4 a iluminagio indireta fornece um ambiente
agraddvel que permite enquadrar as formas arquiteténicas, podendo reforgar
as construgdes resistentes e pesadas que podem ser atenuadas gracas ao efeito
indireto, para que todos os elementos sejam evidenciados. A criagio de cadeias
de iluminagio indireta longas e sem sombras fornece uma sensagio extra de

€spago.

Uma iluminagio publica que tem como fungio primordial garantir um nivel
de luz das ruas, pragas, vias, jardins e que torne vidvel e confortdvel utilizar
estes locais durante a noite. E um tipo de iluminagio com relevo urbanistico
e arquiteténico pois, quando devidamente trabalhada e articulada com as
outras formas de iluminagio tem capacidade para, além de garantir niveis de
iluminagio suficientes para a utilizagio do espago publico, fomentar percursos,
assinalar pontos relevantes, distinguir locais e gerar interesse. No caso da

iluminagio publica, esta deve assentar nos seguintes pontos:
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*  Desencorajar assaltos, roubos e agressoes;

*  Proporcionar a sensacio de seguranga;

*  Ser economizadora de energia;

*  Ter indices minimos de falha e de manutencio;

e Ser o embelezamento das cidades e conforto dos cidaddos.

Quanto a iluminagio patrimonial, presente neste trabalho, é a que incide sobre
monumentos e edificios relevantes (pela sua histdria, arquitetura, ou pelas suas
fungbes) de forma a enfatizar essa relevancia e as suas qualidades arquiteténicas
e/ou esculturais. E uma iluminagio com grande potencial artistico e de atragio.
E sobre este tipo de iluminagio que se debrugam a maioria dos trabalhos de

design de iluminagio de exteriores (Neto, 2009).

Um projeto de iluminagio deve referenciar a promogio do brilho, os elementos
entendidos como mais importantes da composigao. Esta relagio de valor de
um elemento perante o todo e, consequentemente, o destaque pela luz define
o direcionamento do olhar dentro do campo visual no periodo noturno, jd que
somos atraidos pelo seu brilho. Assim, o projeto de iluminagio deve estabelecer
um critério hierdrquico para garantir que o observador seja atraido por algo
que justifique a sua atengdo, caso contrario a solugio perde valor e a cena torna-
se frustrante (Cabrita, C., Tavares,B., Bento, 2008).

Além do uso de luz branca na iluminagio de edificios, o uso da luz colorida
¢ cada vez mais frequente, seja com a aplicagio de filtros ou usando fontes
que emitem luz num Gnico comprimento de onda, como o LED (Lighting
Emitting Diode). Estas solugoes produzem transformagoes controversas no
objeto ¢ com um significado gréfico intenso que deve ser fundamentado
com a tipologia da arquitetura. Muitos profissionais questionam a aplicagio
da luz colorida na iluminagio de edificios, pois o efeito final pode facilmente
tornar-se excessivamente apelativo e desorientar o observador, ji que distorce
a compreensdo natural dos materiais. Na maior parte dos casos, este uso da
luz fica restrito a situagdes especificas, como demonstragdes tempordrias e

iluminagio para eventos (Varandas et al, 2007).
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Trabalho desenvolvido

Este projeto de investigagdo foi alvo de um estudo tendo em consideragio o
local a iluminar, o tipo de iluminagdo e a escolha das lumindrias, tendo em
atengio as vantagens ¢ desvantagens no sentido de evitar o desconforto aos
seus utilizadores. Estando a aldeia de Castei¢ao inserida numa zona histérica

foi necessdrio fazer o levantamento histérico do local.

Em primeiro lugar, foi necessério identificar todos os edificios e espagos que

merecessem relevincia devido ao seu elevado valor histérico.

Elaborado o registo dos edificios com maior importincia, os alunos procederam
a um levantamento da iluminincia existente nas zonas escolhidas, através de
registo fotografico e registo luminotécnico com a ajuda de um luximetro.
Verificaram existir uma iluminagio deficitdria e sombria, que potencializava o
éxodo de visitantes e/ou turistas e criava condi¢oes favordveis ao vandalismo e

a inseguranga.

Sendo a aldeia de Casteigio um local de encontro e lazer entre os habitantes
e dado o seu elevado valor histdrico optou-se por uma iluminagio que desse
destaque aos principais valores edificados e que, em simultineo, fosse criado

um efeito visual inovador, juntando a harmonia & sobriedade.

Neste projeto foram tidos sempre em conta fatores econémicos, nomeadamente,
o custo das lumindrias e o custo de manutencio. Com tal intuito foram
definidas zonas de estudo pormenorizado, onde se localizavam os pontos mais

importantes.

Apés a realizagio do levantamento das zonas importantes os alunos procederam
ao desenvolvimento e construgio das zonas a iluminar na aldeia, com o soffware
DIALux, conforme ilustrado nas Figuras 1 a 6. Todas as texturas apresentadas

foram desenhadas pelos alunos.
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]
Figuwma 1. Simulagio do Morro do Castelo Figura 2. Campandrio
(DIALux, 2008). (DIALux, 2008)

Figuna 3. Pelourinho (DIALux, 2008).

Figura 5. Torre do Relégio (DIALux, 2008). Figura 6. Fontandrio ¢ Capela de Santo André
(DIALux, 2008).

Tendo em conta toda a sua componente histérica, este projeto deu prevaléncia
aos edificios/monumentos, nunca esquecendo a vertente lidica. O presente

trabalho foi elaborado segundo os seguintes principios orientadores:
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*  Os edificios considerados de maior relevincia tiveram uma iluminagio
mais incisiva, com o objetivo de dar realce aos seus valores arquiteténicos

e histéricos;

*  Aplicou-se uma distribuigio o mais uniforme possivel das lumindrias ao

longo da Praca, de modo a obter um nivel constante de luminancia;

e O valor médio da luminancia situou-se acima de 50 lux, com o intuito de

dar uma maior luminosidade a Praca;

¢ Criou-se um ambiente inovador, através da aplicagio de lumindrias
usando LEDs no pavimento, de forma a criar um “pequeno nevoeiro

multicolor”, transmissor de virtualidade.

Na implementagio e selecio das lumindrias foram tidos em conta o tipo de
lampada, material da lumindria, indice de protecao (IP), classe de isolamento
(IK), resisténcia ao choque, custo das lumindrias e de manutengio, no sentido
de escolher o tipo de iluminagio adequado, bem como garantir a eficiéncia

energética na escolha da iluminagio.

Na Igreja Matriz pretendeu-se que a fachada fosse destacada, tendo-se optado
pela iluminagao rasante. A Figura 7, do lado esquerdo, ilustra a representagao
tridimensional da distribuicdo da luz que incide na fachada, através das

lumindrias utilizadas, bem como a iluminagio no largo da Igreja.

Figura 7. Simulagio da iluminagio na Igreja Matriz, na figura da esquerda a frente e lateral e na

direita a parte de trds da Igreja, com iluminagdo rasante (DIALux, 2008)
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Outros locais importantes, iluminados, foram o Campandrio, Torre do Relégio

e Pelourinho.

Figura 8. Simulagio da  Figwa 9. Simulagio da  Figura 10. Simulagio da iluminagio
iluminagio do Campandrio  iluminaggo da Torre do  do Pelourinho (DIALux, 2008).
(DIALux, 2008). Relégio (DIALux, 2008).

Com a elaboragio deste projeto de iluminagio, toda a Aldeia de Casteicio
fica a ganhar com uma iluminagio, que transmite mais vida, mais seguranca
e mais conforto nio s6 aos seus habitantes como também aos turistas que a
visitam, dado que nas zonas centrais j4 nio existem locais sem iluminagio e sio

destacadas, através da iluminagio, as partes mais importantes da aldeia.

Resultados do trabalho de investigagdo

Os beneficios da aprendizagem ativa e cooperativa sio, essencialmente, o
melhorar a motivagio para a aprendizagem e o aumento do amor-préprio
e auto confianca dos alunos. A aprendizagem cooperativa mudou muito as
praticas de aprendizagem dos alunos, passando estes mais tempo a estudar e
a analisar cada uma das matérias do curso. Este estilo de aprendizagem torna
os alunos mais confiantes no modo como apresentam as suas ideias cientificas.
Os alunos que trabalham nestes projetos sio estimulados, compelidos a
pesquisarem e promoverem capacidades de pensamento criticas. Neste
ambiente cooperativo é esperado um aumento significativo na motivagio para

aprender e na aprendizagem ao longo da vida.
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O ambiente de aprendizagem ativo e cooperativo incentiva alunos a comunicar
uns com os outros. Os alunos sabem que os seus colegas dependem do seu
desempenho individual. Cada um pode construir e interpretar a realidade,
baseada nas suas proprias experiéncias e conhecimentos. Isto dé-lhes mais
responsabilidade para decidir o que aprender, quando aprender e como
aprender. Os alunos receberam tarefas idénticas que na pratica podem fornecer

solugoes diferentes.

Com a aprendizagem ativa e cooperativa, os alunos aprendem como discutir,
a saber escutar os colegas, a debater e a trabalhar em equipa. Os ambientes
de aprendizagem cooperativos incentivam os alunos a expressarem-se aos
professores, assim como aos seus colegas. A aprendizagem cooperativa é muito
Gtil para um desempenho futuro da engenharia na inddstria, porque enfatiza
esforcos de grupo e estilos de trabalho e de aprendizagem amigdveis (Agreira,
Brandio, & Valdez, 2010).

Conclusao

Neste trabalho foi apresentada uma abordagem pritica para a unidade
curricular de Projeto de Sistemas de Energia Elétrica. Foi requerido aos alunos
a concegdo de um projeto de iluminagio assistido por computador, utilizando
o modelo de aprendizagem baseada em problemas, PBL. Foi possivel analisar a
vantagem de se usar uma iluminagio correta e entender como ferramentas de
software, como o programa de computador DIALux 4.3, podem ser tteis no

estudo de projetos de engenharia de iluminagio.

O projeto de simulagio serviu para realcar a autenticidade e a aplicagio da
metodologia de aprendizagem; o projeto de iluminagio foi usado para promover
aptides e entendimento para trabalhar colaborativamente. Neste projeto, foi
fundamental que os alunos e professores compartilhassem a responsabilidade
por manterem-se atualizados com os produtos de aprendizagem provenientes

do projeto de simulagao. Para além da simulagao, a maioria dos contatos entre
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os alunos ocorreu espontaneamente ou por acordo mituo, de acordo com sua

prépria conveniéncia.

A integracio de PBL gerou o entusiasmo dos alunos a trabalhar em grupos,
em problemas do mundo real, beneficiando com esta abordagem a motivagao
em aprender e a auto estima dos alunos. Os préprios alunos reconheceram o
potencial do método. O PBL apoia muitos dos interesses dos professores e das
organizagdes de Ambito profissional. Sobretudo, incentiva os alunos a serem
responséveis pela sua prépria instrugdo. Enfatiza as aptidoes de pensamento
critico, compreensio, aprendendo como aprender, e trabalhando de modo

cooperativo com outros.

Os beneficios de PBL sao bem vistos no modo como os alunos melhoraram o
estudo e a andlise de projetos. Os alunos que usaram esta abordagem atingiram
mais altas classificagoes do que alunos em cursos tradicionais, tendo mesmo
a maioria encontrado emprego na 4rea da iluminagio. Sem divida que foi
visivel que a participagdo pessoal ¢ a interagdo se manterem muito positivas,
apresentando um elevado grau de responsabilidade, e desenvolvendo as

aptidoes necessdrias para enfrentar o mundo real.

Este projeto, desenvolvido num semestre, provou ser agradével e desafiador
para todos os envolvidos. Entretanto, deve ser reconhecido que requer uma
quantidade muito grande de recursos, humanos e outros, quando comparados

com a abordagem tradicional.

Foi no sentido de dar uma “nova luz” a Aldeia de Castei¢ao, que este projeto
se inseriu. Pretendeu-se que, no final, esta aldeia tenha implementado uma
iluminagio que esteja de acordo com o seu quadro arquiteténico sem ferir
suscetibilidades, realcando os seus monumentos, criando o conforto a
harmonia e a seguranca a quem por 14 se passeie. No entanto, por razdes de

natureza econdmica o projeto nao pode ser implementado.

Com o presente trabalho de investigagio, os alunos envolvidos adquiriram

multiplos conhecimentos sobre iluminagio, especialmente na iluminagio de
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monumentos e fachadas, espirito critico e de equipa, bem como respeitar os
colegas e acima de tudo ganhar a nogio de responsabilidade que um projeto

pode exigir.
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Autoaprendizagem com Projetos de I&D:
Estudo de Caso no Ambito das

Infraestruturas de Transporte

Silvino Capitao

O curso de mestrado em Engenharia Civil — Especializagio em Construgio
Urbana do Instituto Superior de Engenharia de Coimbra (ISEC), unidade
organica do Instituto Politécnico de Coimbra (IPC), iniciou-se em 2008, tendo
decorrido até a0 momento sete edigoes. O curso tem a duragio de dois anos
letivos, sendo constituido por quinze unidades curriculares, doze no primeiro
ano e trés no segundo, as quais correspondem a 75 ECTS (do Sistema Europeu
de Transferéncia de Créditos). Além disso, no segundo ano, os alunos realizam
uma dissertagdo, um projeto ou um estdgio de natureza profissional (no que se

segue designado por projeto), correspondente a 45 ECTS.

O projeto ¢ uma componente diferenciadora do curso comparativamente
4 aprendizagem formal dos alunos de engenharia civil. Até esta fase da sua
formagio, o processo de ensino/aprendizagem baseia-se em aulas, estruturadas
por um docente, que decorrem em regime presencial. Durante o projeto,
apenas ocorrem contactos regulares entre o aluno e o orientador para troca de

ideias e discussoes sobre o trabalho em curso.

Este texto refere-se a0 processo de aprendizagem dos estudantes do referido
mestrado durante o projeto quando realizado na drea das infraestruturas de
transporte. Além disso, debruga-se sobre a metodologia seguida, apresentando
algumas reflexdes sobre os aspetos positivos e negativos do processo de

aprendizagem dos alunos.

Aprendizagem em engenharia civil com base em projetos

Alguns autores, como Schon (1987), citado por Gavin (2011), sugerem que
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os engenheiros quando atuam na sua profissio refletem durante a agio e, por
isso, as competéncias necessdrias a sua formagio nio podem ser ensinadas num

ambiente de sala de aula ou de laboratério mas apenas num esttdio de projeto.

A industria da engenharia tem uma natureza dinimica e isso exige uma
constante mudanga no processo educativo (Toft, Howard, & Jorgensen,
2003, citados por Stewart, 2007). Os modernos programas de formagio de
engenheiros deveriam preparar os estudantes para cendrios que imitam os
ambientes que terdo de enfrentar enquanto profissionais. A Aprendizagem
Baseada em Projetos (ABP) tem ajudado os estudantes, em certa medida, a
utilizarem os fundamentos concetuais da engenharia para desenvolver, de
forma holistica, solugdes aceitveis para problemas de engenharia (Ribeiro &
Mizukami, 2005, citados por Stewart, 2007).

Através da ABP os estudantes procuram solugdes para problemas nio triviais,
questionando e refinando perguntas, debatendo ideias, fazendo previsoes,
concebendo planos e/ou experiéncias, recolhendo e analisando dados, tirando
conclusées, comunicando as suas ideias e resultados a outros (Blummenfeld
et al, 1991, referidos por Pomales-Garcia & Barreto, 2014). A inovagio
conseguida em projetos de 1&D ndo compreende apenas o desenvolvimento

de produto mas também o autodesenvolvimento das pessoas envolvidas (Bary

& Rees, 20006).

Esta forma de consideragao do problema da aprendizagem tem levado a um
crescente interesse pela aplicagio de ABP. De Graaff & Ravesteijn (2001)
referem que a ABP d4 a oportunidade para desenvolver competéncias ao
nivel do trabalho de equipa, da resolugao de problemas ¢ da lideranga numa
estrutura, verificando-se que os alunos aceitam controlar o que deve ser
aprendido e do modo como isso deve acontecer. O Project Based Learning in
Engineering (PBLE, 2003) refere que a ABP apresenta os seguintes beneficios:
melhoria na compreensio; melhoria do contexto e motivagio dos alunos; a
teoria é compreendida e aplicada numa situagio que se assemelha a um cendrio

laboral; melhoria das competéncias de comunicagio de matérias baseadas na
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teoria; capacidade de aplicagio da teoria para aplicagoes reais; melhoria na

retencao.

Porém, a aprendizagem da engenharia tende a ser hierdrquica, o que pode
resultar em falhas quando determinados conceitos essenciais ficam em falta
(Perrennet, Bouhutjs & Smits, 2000, referidos por Gavin, 2011). A medida
que a aprendizagem de nogdes essenciais a formagio de um engenheiro vai

sendo consolidada, maior ¢ o sucesso esperado para uma ABP.

Por exemplo, no programa de mestrado em engenharia civil da University
College Dublin, com dois anos de duragio apés o primeiro ciclo de trés anos,
tém aplicado com sucesso um modelo hibrido no qual os alunos frequentam
aulas presenciais convencionais e, em paralelo, participam em mddulos que
envolvem cerca de 30% da quantidade de trabalho, nos quais resolvem casos

de estudo em projetos especialmente concebidos para o efeito (Gavin, 2011).

Outro exemplo, apresentado por Stewart (2007), relata os resultados obtidos
num projeto de aplicagio de ABP num curso de pds-graduagio em engenharia
e gestao industrial na Universidade de Griffith. Os resultados sugerem que os
estudantes que tém uma maior capacidade de autogestao da sua aprendizagem
retiram maior ganho de ambientes de ABP. Segundo aquele autor, esta
conclusio nio parece ser surpreendente porquanto a APB exige aos estudantes
que explorem e retinam conhecimento, e tomem decisoes em tempo util.
Além disso, os estudantes que sio proativos e sistemdticos no seu processo de
aprendizagem sdo capazes de recolher dados mais cedo ¢ de tomar decisdes
de forma mais informada nos diferentes estigios do projeto, produzindo
resultados mais completos. Verificaram ainda que os estudantes ficam mais
satisfeitos com a ABP porquanto podem explorar os problemas duma forma

mais profunda, ganhando mais competéncias.

Noutro caso em que os projetos se destinavam a resolver problemas concretos
da comunidade, Goggins (2012) verificou que os estudantes adquirem um
sentido de orgulho e satisfagao ligado ao facto do seu trabalho poder ajudar

comunidades e que a aprendizagem nio ¢ apenas para obter resultados para

261 |



ter sucesso num exame. Aquele autor verificou também o sentido de posse do

préprio conhecimento por parte dos estudantes que participaram nos projetos.

Os processos de implementagao de ABP nao estdo isentos de obstdculos. Podem
referir-se como exemplos a relutdncia do corpo docente, a falta de capacidade
deste para que a ABP dé bons resultados ou a existéncia de alunos pouco
adaptados a uma aprendizagem autodirigida, por terem tido no passado uma

aprendizagem predominantemente centrada no professor (Stewart, 2007).

Concegio e desenvolvimento dos projetos de I&D em infraestruturas

de transporte

Planeamento e objetivos

Os projetos desenvolvidos no 4mbito das infraestruturas de transporte tém
sido realizados de forma individual pelos alunos. Porém, alguns projetos foram
planeados de forma a obter beneficios de um trabalho colaborativo entre
dois ou trés estudantes, o que lhes tem permitido um desenvolvimento mais

completo dos projetos.

Num periodo inicial, por proposta do orientador ou do aluno, analisam-se
vérios problemas reais de engenharia civil com potencial para serem analisados
e resolvidos no dmbito do trabalho que se pretende realizar. Esta andlise ¢
feita numa sessio de discussao entre o estudante e o orientador, de modo a
antever as dificuldades e a delinear possiveis metodologias de trabalho. Tem-se
verificado que a sessdo de debate inicial ¢ fundamental para cativar o aluno
para as diferentes temdticas envolvidas, o que, por um lado, aumenta a sua
motivagio para a participagdo em determinado projeto e, por outro lado, o

prepara para ultrapassar os obsticulos futuros.

A sessdo inicial é o ponto de partida para o planeamento e definigio dos
objetivos do projeto. Nesta fase, o aluno decide o projeto que vai realizar ¢, a

partir desse instante, passa a demonstrar um certo sentido de posse do projeto
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que escolheu.

O orientador e o estudante elaboram um plano, por escrito, no qual identificam
as dreas de conhecimento envolvidas, os intervenientes (em geral, o aluno,
o orientador e entidades externas) e os pré-requisitos em termos de meios
humanos e materiais previsivelmente necessérios. E também no plano que se
regista a motivagio do trabalho e o seu enquadramento, e se estabelecem os
principais objetivos a atingir. As vdrias etapas do projeto e a sua calendarizagio

s3o também definidas no plano.

O planeamento das agoes é um ato de reflexdo que permite ao aluno identificar-
se com as grandes linhas orientadoras do projeto que terd de realizar: organiza
a sua forma de atuar, ajuda a antecipar as dificuldades, estabelece metas
importantes, ajuda & programacio temporal das atividades e identifica os
objetivos a atingir. Este exercicio formal, provavelmente nunca antes efetuado
pelo aluno, contribui para o desenvolvimento de competéncias transversais

(soft skills) imprescindiveis para a atividade profissional futura.

Implementagio e feedback

A implementagao do projeto exige o envolvimento continuo do orientador e do
estudante. Nos casos em que o projeto se baseia em atividades preferencialmente
experimentais, ¢ necessdrio colocar a disposi¢ao do aluno as condi¢coes materiais
indispensdveis a prossecugio do plano de ensaios. Além disso, o orientador
contribui para estabelecer, quando necessirio, pontes com as empresas que
podem colaborar no fornecimento de matérias-primas ou informagio, para o
desenvolvimento do projeto. Noutros casos, os alunos desenvolvem projetos de
forma embebida no ambiente profissional e o orientador estabelece a ligagio
com a entidade de acolhimento, para que o plano inicialmente tragado seja

completado com sucesso.

A implementagio do projeto inicia-se por um periodo de leitura orientada

sobre as temdticas do mesmo. Trata-se de uma etapa importante porquanto
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permite ao estudante adquirir a percecdo da envolvente do problema que estd
a resolver. Além do conhecimento técnico adquirido nesta etapa do projeto,
deve ser incentivada a capacidade de pesquisa, de andlise e de sintese dos
alunos. Ao contrério dos hdbitos de aprendizagem passados, o estudante é
confrontado com a necessidade de escolher fontes de informagio fidedignas
e textos relevantes que lhe permitam alcangar o conhecimento necessdrio para

0 projeto.

As etapas calendarizadas sofrem desvios por diversas razdes: avaria de
equipamentos, condigoes de trabalho de campo ndo reunidas nos prazos
previstos, dados necessdrios indisponiveis, resultados experimentais inesperados,
entre outras. Trata-se da fase habitualmente mais longa e, por isso, aquela
que permite ao aluno desenvolver virias componentes das suas competéncias
pessoais: tolerdncia A pressio, resiliéncia, manuten¢o dos niveis de motivagio

e procura de estratégias alternativas para ultrapassar os obstdculos.

Nesta etapa, continua a ser crucial o apoio consistente do orientador, de modo
a contribuir para que as dificuldades se transformem em oportunidades de
evolugio das competéncias dos alunos. H4 uma clara rotura dos hdbitos de
aprendizagem dos alunos em relagio ao passado e isso leva os estudantes a
sentirem-se perdidos e ansiosos, sem capacidade para decidir o que fazer (Bary
& Rees, 2006). Por isso, o apoio deve procurar que os alunos expressem os
seus receios que possam inibir o desenvolvimento de competéncias. E também
fundamental que o orientador, no seu papel de facilitador, forneca ideias claras

sobre o que pode ser feito.

A interagdo entre o orientador e o estudante deve ser intensa neste periodo.
A realizagio de sessoes de debate e reflexio, com uma periodicidade de cerca
de uma semana, ¢ indispensdvel para dar feedback ao aluno sobre o trabalho
desenvolvido, quer do ponto de vista da quantidade de tarefas efetuadas, quer
em termos da sua qualidade. A este propdsito, Usher (1985) refere que a fungio
de suporte aos alunos deve permitir-lhes tomar consciéncia do conhecimento e

competéncias que adquiriram através das suas praticas de aprendizagem.
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Nos casos que servem de base a este texto foram realizadas sessoes de
acompanhamento semanais, entre o orientador e o aluno, durante as quais o
estudante apresentava, de forma informal, o trabalho realizado. Estes momentos
de reflexdo permitiram discutir a0 longo do tempo em que se desenvolveram os
projetos, por exemplo, as metas definidas, as agdes implementadas e os recursos
mobilizados. Os exercicios de reflexdo que as sessoes envolveram contribuiram
bastante para reforcar e confrontar a direcao de autoaprendizagem seguida pelo

estudante com o ponto de vista de um “especialista” (Bary & Rees, 2006).

Segundo Bary & Rees (2006), o estudante é chamado a sair da representagio
escoldstica cldssica da aprendizagem para um ponto de vista mais auténomo e
ativo, tomando a sua responsabilidade o processo da sua aprendizagem. Isso
implica abandonar uma abordagem centrada no conhecimento para uma
abordagem centrada nas competéncias. O objetivo nio é o conhecimento

propriamente dito mas a capacidade de o utilizar de forma apropriada.

Resultados

Desde 2010 o autor participou como orientador em cerca de 20 projetos de
I&D na drea de infraestruturas de transporte, tendo incluido projetos com
vérios tipologias: uns marcadamente laboratoriais com e sem trabalho de
campo associado, outros realizados através da interagio com organizagoes para
a andlise de informagio fornecida por aquelas, e outros, ainda, desenvolvidos

em ambiente profissional dentro das organizagdes parceiras.

Os resultados que se apresentam nesta secgio dizem apenas respeito a
perspetiva do orientador. A percegio dos alunos sobre as suas aprendizagens
e competéncias adquiridas, assim como as dificuldades experimentadas, sio

apresentadas mais adiante.

O resultado material de um projeto realizado ¢ um texto, apresentado na forma
de dissertagdo ou relatério. O texto é submetido a apreciagio de um juri, o

qual inclui docentes de outras escolas de engenharia portuguesas, considerados
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especialistas na drea dos projetos. A prova publica de avaliagio do trabalho

compreende uma apresentago por parte do autor do projeto e uma discussao.

Das competéncias desenvolvidas pelos alunos no 4mbito da preparagio da
prova final, devem destacar-se as relativas & produgio de um documento
extenso e estruturado. De facto, nao obstante a agio de aconselhamento do
orientador, os alunos tém de estruturar o documento de forma coerente, em
termos da sequéncia de ideias, e formalmente adequada. Na maioria dos casos,
nunca antes os alunos participaram numa tarefa do mesmo género. Por isso,
a tarefa que realizam confere-lhes competéncias ao nivel da organizagio de
matérias, da escrita, da capacidade de sintese e de andlise, e de edi¢io eletrénica

de textos.

Além disso, nao raras vezes os alunos utilizam andlises prévias aos resultados
que obtiveram, recorrendo a aplicagoes informdticas especificas, como folhas
de cilculo eletrénicas, programas de tratamento estatistico de dados, sistemas
de informagio geogrifica, programas de modelagio especificos, s6 para referir
alguns. Trata-se, sem duvida, de uma forma muito proveitosa de adquirir

competéncias transversais necessdrias a pratica profissional de engenheiro.

Os alunos tém de estruturar a apresentagio de forma a evidenciar os aspetos
relevantes do projeto que se propuseram desenvolver, da metodologia utilizada,
das dificuldades que foi necessario ultrapassar para a prossecugio dos objetivos,
dos resultados alcangados, e dos trabalhos que deverao ser prosseguidos no
futuro para o desenvolvimento de aspetos que nao foram cobertos pelo projeto.
Em projetos que envolvem alguma complexidade, a clareza da exposicio ¢ a

capacidade de sintese sao competéncias cruciais para o sucesso da tarefa.

Nos projetos ja concluidos, cada um dos alunos participou numa apresentagio
prévia, seguida de uma sessio de reflexdo com o orientador. Este exercicio
permitiu a andlise critica conjunta da apresentacio, ajudando os alunos, por
um lado, a identificarem aspetos importantes do projeto, pouco evidenciados
na apresentago e, por outro lado, a excluirem tdpicos menos relevantes. Além

disso, o orientador controlou o tempo de apresentagio, o que lhe permitiu
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dar indicagoes para o cumprimento do tempo. Note-se que alguns alunos
evidenciaram dificuldades na clareza da apresentagio o que foi melhorado com

o exercicio prévio de reflexao.

A prova publica oral pressupoe a avaliagio técnica das matérias tratadas no
projeto. Os alunos estdo cientes disso e preparam-se habitualmente de forma
adequada para um bom desempenho nessa drea. Porém, em geral, estao menos
preparados para um exercicio de argumentagio muito comum em provas orais.
Ora, verificou-se que o percurso de autoaprendizagem e de sessoes de reflexdo,
sobre as atividades realizadas e as decisoes tomadas ao longo do projeto,
contribuiram de forma relevante para as competéncias de argumentagio dos
alunos. Nalguns casos, verificou-se que os alunos, apds cerca de nove meses de
atividade no projeto, desenvolveram muito boas capacidades a este nivel, o que

avaliza o processo de autoaprendizagem seguido.

O ambiente de aprendizagem seguido nos projetos sobre infraestruturas de
transportes tem-se mostrado particularmente benéfico para os alunos. Tem-
se verificado que o seu desempenho na realizaio das etapas do projeto, na
concegdo e escrita do documento final e na prova publica tém superado
largamente o desempenho médio dos mesmos alunos na parte do curso
com aulas formais, nio obstante uma parte significativa daquelas incluirem
pequenos projetos e trabalhos praticos. O grau de motivagio evidenciado pelos
alunos ao longo do projeto é um fator fundamental para os resultados finais,
quer no que se refere ao desenvolvimento da parte técnica do projeto, quer no

que diz respeito a aquisicdo de competéncias transversais.

Dependendo dos niveis de motivagio dos alunos e do grau de inovagao dos
projetos desenvolvidos, os alunos desenvolveram alguns sentimentos de
pertenca relativamente as técnicas e solugoes que estudaram e desenvolveram

durante os projetos.

Como coroldrio de cada um dos projetos desenvolvidos, tém sido apresentados
em conferéncias nacionais e internacionais da especialidade artigos relativos

aos projetos desenvolvidos. Trata-se de uma forma de aumentar o nivel de
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satisfagdo dos alunos em relagio ao trabalho desenvolvido e de lhes permitir o

contacto com uma realidade com a qual ndo tinham qualquer relagao anterior.

Percegio dos estudantes em relagio ao processo de autoaprendizagem

Recolheu-se informagio para avaliar, de forma qualitativa, a percecao dos alunos
em relagio ao processo de autoaprendizagem que se descreveu, questionando
os estudantes envolvidos no processo. De seguida, apresenta-se uma sumula

das principais ideias referidas nas respostas a quatro questoes.

Nivel de competéncias dos alunos antes do projeto

Cerca de 85% dos alunos que responderam ao questiondrio referiram que as
suas competéncias técnicas e cientificas antes da realizagio do projeto na drea

do conhecimento do mesmo eram reduzidas ou mesmo nulas.

No que diz respeito as metodologias de pesquisa de informagio, os alunos
manifestaram, de forma claramente maioritdria, que dispunham das habilidades

necessdrias adquiridas durante a parte letiva do mestrado.

No que se refere as competéncias para obtencio e andlise de resultados,
incluindo a utilizagio de soffwares especificos para o efeito, as opinides dos
alunos nao apresentam uma tendéncia clara. Nalguns casos utilizaram soffwares
e competéncias laboratoriais que ji dominavam parcialmente, enquanto
noutros casos nao dispunham de quaisquer competéncias em relagio a esses

3.SpetOS.
Competéncias dos alunos adquiridas durante o projeto

Os alunos respondentes destacam dentre as competéncias adquiridas durante

0 projeto as seguintes:
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*  Competéncias transversais: melhoria das rotinas de trabalho; melhoria
da capacidade de planeamento e da gestio do tempo; maior foco
no cumprimento de objetivos nos prazos estabelecidos; melhoria da
capacidade para organizar um documento escrito; maior espirito e
capacidade de andlise; melhoria da capacidade para escolher a informagio
mais relevante; melhoria da escrita, utilizando linguagem adequada,
clara e objetiva; maior poder de sintese; maior capacidade para explorar
assuntos desconhecidos e para identificar lacunas na informagio
disponivel; aprendizagem com os erros; maior capacidade para contornar
a adversidade; melhoria da autoconfianca no trabalho; capacidade para

analisar os problemas sob virios pontos de vista.

*  Competéncias profissionais: aprofundamento dos conhecimentos sobre o
tema o projeto; maior conhecimento das metodologias de recolha de dados
¢ de andlise de resultados; consolidagio de conhecimentos; alargamento
dos conhecimentos sobre temdticas complementares ao projeto; aquisi¢ao
de experiéncia laboratorial; maior sensibilidade sobre as propriedades dos
materiais decorrente da sua manipulagio no laboratério; aquisi¢io de
conhecimentos do quadro normativo nacional e europeu aplicével; mais

agilidade na utilizagao de soffware especifico.

Dificuldades sentidas em relagio ao processo de

autoaprendizagem

A lista que se apresenta a seguir resume as dificuldades identificadas pelos

alunos:

* gestdo do tempo; incerteza sobre a relevancia dos dados disponiveis;
falta de competéncias de pesquisa bibliogréfica em fontes fidedignas;
insuficiente capacidade para a andlise da relevincia da informagio; excesso
de informagio disponivel; utilizagio da terminologia adequada em lingua
portuguesa a partir de documentos em inglés e francés; capacidade de

escrita; assimilagdo de conceitos pouco conhecidos; relacionamento de
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vérias temdticas envolvidas no projeto; estabelecimento de procedimentos
laboratoriais quando nio normalizados; falta de tempo para a realizagao
das tarefas do projeto e da atividade profissional; necessidade de aprender
por um processo de tentativa e erro; dificuldade em cumprir prazos
por incumprimentos de terceiros (por exemplo, empresas); insuficiente

capacidade critica e analitica.

Pontos fortes e pontos fracos da autoaprendizagem

Os alunos identificaram um conjunto de pontos fortes e fracos associados ao

processo de autoaprendizagem seguido, e que se reproduzem a seguir.

*  Pontos fortes: desenvolvimento de um sentimento de responsabilidade,
maior nivel de autonomia e empenho; melhoria das competéncias de
trabalho em grupo (nos casos aplicdveis); mais seguranca na tomada
de decisao; identificagio de qualidades pessoais desconhecidas, como
a persisténcia em relagio as dificuldades; autodisciplina; melhoria da
autoconfianga e autonomia; reunides de reflexio semanais; realizacio de
ensaios laboratoriais e andlise dos resultados, para comparagio com outros
casos de estudo; exploragio de capacidades do soffware especifico utilizado,
de modo a resolver problemas complexos; reunides de reflexdo online e
com flexibilidade de horério; acesso a muita informagao bibliogréfica sobre
o tema do projeto; acesso a grande diversidade de dados; reflexao sobre
diferentes visoes de diferentes autores sobre 0 mesmo tema; realizagio de
um trabalho por etapas, com metas parcelares; necessidade de estruturar
muito bem cada etapa; necessidade de organizar os resultados laboratoriais
alcancados para andlise posterior; desenvolvimento de capacidades de

pesquisa, organizacdo de ideias e de escrita.

* Pontos fracos: dependéncia de terceiros para obtengio de dados;
necessidade de uma orientagdo préxima no inicio do processo;
incumprimento de prazos quando as entidades externas ndo cumprem as

datas estabelecidas; o sucesso da metodologia depende muito da atitude
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do orientador ¢ do aluno envolvidos no projeto; alcance de objetivos
muito dependente de recursos existentes; falta de qualidade de alguns

dados obtidos externamente.

Contributos para a sociedade decorrentes dos projetos de I&D

Os projetos realizados permitiram estudar materiais ou técnicas inovadores ou
pouco conhecidos, destinados a conservar, de forma mais sustentdvel (ou seja,
com menos risco para as geragoes futuras), estradas e caminhos de ferro, os
quais contribuem de forma vital para a mobilidade de pessoas e mercadorias

no territério e, portanto, para a economia dos paises.

Estudou-se a utilizacio de betio britado (um RCD - residuo de construcio
¢ demoli¢do) como material constituinte de misturas betuminosas para
pavimentos rodovidrios, em substituigio de rocha natural britada. O material
obtido tem caracteristicas que podem ser consideradas adequadas para algumas
camadas dos pavimentos, 20 mesmo tempo que permite reciclar e valorizar um

volume consideravel de RCD.

Outro projeto focou-se no estudo de misturas betuminosas com incorporagio
de granulado de pneus em fim de vida. Dada a boa resisténcia das misturas com
borracha a propagagio de fendas, foi possivel evidenciar que aquele tipo de
misturas ém uma durabilidade superior & das convencionais quando utilizadas

como camadas de refor¢o de pavimentos degradados.

Fez-se uma andlise de uma mistura betuminosa temperada, ou seja, que consome
menos energia que as convencionais no seu fabrico. Além disso, incorporou-
se material reciclado de pavimentos degradados (MBR), e produziu-se uma
mistura do tipo SMA, a qual resiste mais em climas quentes como o portugués.
O estudo mostrou que pelo facto da mistura ser temperada e incorporar MBR

ndo influenciou negativamente a sua resisténcia.

Um outro estudo centrou-se na obten¢do de propriedades de misturas

betuminosas de acordo com a Diretiva Europeia dos Produtos de Construgio,
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a qual permite a eliminagdo de barreiras técnicas ao comércio de produtos de
construgio no mercado europeu, através da marcagao CE. As metodologias (de
formulagio) que permitem estabelecer as proporgoes dos diversos constituintes
sofreram  evolugdes considerdveis. Por isso, procedeu-se a formulagio
volumétrica de uma mistura betuminosa, de modo a evidenciar as diferencas
entre a composi¢io que se chega em comparagio com as metodologias mais

convencionais.

Fez-se a avaliagio de caracteristicas superficiais de camadas de desgaste, como
a resisténcia & derrapagem, quando se utilizam agregados de seixo britado
(material abundante na regido centro e pouco utilizado). Mostrou-se que

a resisténcia a derrapagem esperada ¢ adequada, garantindo condigoes de

seguranca a circulagio.

Com base num inquérito realizado a 25 municipios portugueses, ficou a
conhecer-se a situacdo existente sobre as técnicas de conservacio utilizadas e
o processo de decisao envolvido. Desenvolveu-se uma metodologia simples de
apoio a decisdo, permitindo maior objetividade no processo na aplicagao das

agoes de conservagio dos pavimentos rodovidrios dos municipios.

Construiu-se também um modelo fisico de um pavimento, para o estudo
in situ das propriedades das suas vérias camadas, formadas por diferentes
materiais, durante e apds a sua construgio, recorrendo a diversos equipamentos
ligeiros que tém a capacidade de utilizar métodos ndo destrutivos. Verificou-se
que ¢é possivel relacionar parAmetros caracterizadores dos materiais obtidos por

diferentes processos e de forma rpida.

Analisaram-se as metodologias de inspecao e de manutengo utilizadas em duas
redes ferrovidrias portuguesas distintas, a da REFER e a do Metro do Porto.
As exigéncias dos utilizadores levam a que as entidades gestoras tenham de
administrar da melhor forma possivel os seus recursos, para tornarem as redes
eficientes, modernas e atrativas para novos utilizadores. O projeto caracterizou
a manutengio de vias-férreas realizada em Portugal, comparando o modo de

atuagio das duas entidades.
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Analisaram-se dados recolhidos durante 16 anos na rede rodovidria americana,
de modo a estudar a evolugio do estado de conservagao dos pavimentos, em
fungdo das téenicas de conservagio aplicadas. Dada a inexisténcia de dados
semelhantes em Portugal, o estudo procurou transpor as conclusoes para o
territdrio portugués, tendo em consideragio as condigdes climdticas e de

solicitagio do trafego.

Estudaram-se trés anos de registos de acidentes na cidade de Coimbra (2010
a 2012). Utilizou-se o pardimetro VHL — valor hierdrquico do local como
indicador de seguranga das vias e das intersecoes (o VHL associa o volume de
trafego, o numero de acidentes e a sua gravidade). A metodologia apresentada
¢ il para, de forma relativamente simples, apoiar as entidades gestoras na
monitorizagio da seguranca rodovidria nas redes rodovidrias urbanas, de forma
a reduzir a sinistralidade, a0 mesmo tempo que permite aquelas entidades

comunicar os resultados a populagio de forma que a mesma possa entender.

Conclusoes

A metodologia de autoaprendizagem que tem sido aplicada no ambito dos
projetos de mestrado em engenharia civil do ISEC, na drea das infraestruturas de
transporte, é percecionada pelos alunos como benéfica para o desenvolvimento
de competéncias transversais e profissionais, verificando-se um elevado nivel

de satisfagio.

Os resultados qualitativos obtidos estio em linha com as indicagbes da
bibliografia, comprovando-se a utilidade da metodologia, quer para a formagao
de um engenheiro, quer como contributo para a sociedade decorrente dos

projetos de 1&D realizados.
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Projeto PhISEC - 8 anos de
Ensino de Engenharia Aplicada

Pedro Ferreira & Carlos Alcobia

O projeto Formula Student tem por base a constitui¢io de uma empresa ficticia
numa instituicdo de ensino superior, sendo obrigatoriamente constituida por
estudantes na qual eles tém de desenvolver o protétipo de um carro de corridas
em termos de design e fabrico, acompanhado dos procedimentos inerentes a
criagio de uma empresa real de fabrico de veiculos automéveis, envolvendo

diversos conhecimentos técnicos, de gestao financeira e de marketing.

Este projeto permite uma pedagogia dos alunos baseada na resolugio de
diversos tipos de problemas, desde questdes financeiras, organizacionais,
administrativas, entre outras. Em termos pedagdgicos, este tipo de projeto
permite que os alunos desenvolvam competéncias ao nivel do trabalho em
equipa com rigorosos prazos a cumprir, exigindo uma motivagao, empenho e
dedicagio que conduz ao seu enriquecimento técnico e profissional durante o

seu percurso académico.

No presente artigo serdo abordadas diversas questoes sobre o Projeto Formula
Student, tais como: Quais as mais-valias de participar na Formula Student?
Qual o impacto que terd um projeto deste tipo nos alunos? Serd possivel
integrar este projeto no plano curricular das engenharias lecionadas pela
escola? Qual a abertura que serd dada aos alunos, visto esta ser uma competi¢io
a nivel mundial? Abrird portas no estrangeiro? E tendo em conta o conceito da
prova, a variedade de dreas abrangidas, serd possivel trazer a vida empresarial

para a formagio académica? E interagir com o proprio tecido empresarial?

O que é a Formula Student e como comegou?

A Formula Student teve origem em 1981, nos Estados Unidos da América, e no
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ano de 1998 decorreu, na Inglaterra, a primeira competicdo intercontinental
entre dois veiculos dos EUA e outros dois provenientes da Gra-Bretanha. O
sucesso desta iniciativa veio demonstrar que este tipo de evento proporciona o
aparecimento de novas ideias no sector automével, fruto da natural imaginacio
de jovens estudantes de engenharia. Atualmente, no Reino Unido, a competi¢io
¢ organizada pelo Institution of Mechanical Engineers (IMechE) em parceria
com a Society of Automotive Engineers (SAE) e o Institute of Electrical and
Electronics Engineers (IEEE) (IMechE, 2015; SAE, 2015; IEEE, 2015). Trata-
se de um projeto para estudantes que proporciona um exercicio, em contexto
real, de criagio de uma empresa ficticia na qual os alunos ém de desenvolver o
protétipo de um carro de corridas em termos de design e fabrico, acompanhado
dos procedimentos inerentes a criagio de uma empresa real de fabrico de
veiculos automéveis, envolvendo diversos conhecimentos técnicos, de gestao
financeira e de marketing. De uma forma resumida, a filosofia da competicio
Formula Student é a de proporcionar uma competi¢ao semelhante a todas as
grandes competigdes atualmente existentes no panorama automével mundial

(Formula 1, Indy Car Racing, etc..), mas em escala reduzida.

Até 2 data jd participaram na Formula Student cerca de 150 institui¢oes de
ensino superior (Figura 1), de 20 paises e diferentes zonas do Mundo, desde
a Europa, América do Norte, Asia e Oceania. Para as instituigdes de ensino
superior, a Formula Student representa um valioso projeto que relaciona a
atividade académica com a atividade empresarial, estimulando ainda a criagao
de ligagdes entre o ensino e as empresas. A industria automével, quer seja na
vertente de utilizagdo quotidiana ou na sua vertente desportiva depende, tal
como outras 4reas de atividade, da constante necessidade de inovar conceitos, o
que implica desde logo uma formagio de engenheiros de elevada competéncia.
Para os futuros engenheiros, o envolvimento neste tipo de projeto possibilita-
lhes a realizacio de um exercicio intelectual com um contetido bastante vasto
a0 nivel das 4reas de conhecimento versadas, o que permite valorizar o seu

curriculo académico.
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Figura 1. Imagem de grupo, dos participantes num
evento da Formula Student (IMechE, 2015)

A finalidade da competi¢io baseia-se na criagio de uma empresa ficticia,
cujo principal objetivo consiste na produgio de um veiculo protdtipo para
avaliagdo. O veiculo tem que apresentar um elevado desempenho em termos
da sua aceleragio, travagem, qualidade de construgio, ficil manutengio,
seguranca e, além disso, deve ter um custo de fabrico reduzido. O aspeto da
comercializaao do veiculo também é valorizado através de outros fatores, como
¢ caso da estética e do conforto. A empresa ficticia tem como meta a produgio
de cerca de 1000 unidades por ano, a um custo unitdrio inferior a €21.000
(aproximadamente $USD25.000). O desafio para a equipa é projetar e fabricar
um carro protétipo que cumpra estes requisitos. A competi¢ao tem como jris
especialistas de diversos sectores industriais, sendo de destacar a participagao
de diversos elementos das equipas de Formula 1, podendo apenas participar
equipas formadas por elementos de Instituigdes Académicas reconhecidas.
Os membros das equipas tém, obrigatoriamente, de ser estudantes ou recém-
licenciados de cursos de engenharia, bem como ser sécios do IMechE, da SAE
ou do IEEE. Atualmente, a competi¢io realiza-se nos 4 continentes, tendo as

seguintes designacoes:

e Formula SAE

¢ Formula Student (UK)

o FSAF Australasia (Australia)
*  FSAE Japan
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*  FSAE Brazil

«  FSAE Iuly

*  Formula Student Germany
*  FSAE West (USA)

*  Formula SAE at VIR

*  Formula Student Austria

*  Formula Hybrid

Fundamentos do Projeto

Como jé foi referido anteriormente o objetivo da competigio ¢ que os estudantes
concebam, projetem, fabriquem, e entrem numa competigdo com um estilo de
veiculo de reduzidas dimensées. As restrioes na estrutura do carro e motor
estdo limitadas de forma que o conhecimento, criatividade e imaginagio dos
estudantes seja desafiado. O resultado final é uma grande experiéncia para os
jovens engenheiros, permitindo o desenvolvimento da nogio de trabalho em
equipa num projeto dedicado. E importante compreender que os beneficios
que os futuros profissionais adquirem com uma experiéncia desta natureza nio
sdo exclusivamente aplicdveis ao sector da engenharia automével, porquanto
diversas dreas versadas sdo transversais a um vasto leque de ramos de atividade.

A prova tem um extenso Regulamento que tem por base o principio de criar

"um desafio de engenbaria" muito mais que uma mera "corrida de automéveis".
Para se ter uma nogo da dimensio da tarefa a realizar, convém lembrar que
se trata da conceglo, de raiz, de um veiculo de competigio. Quando uma
determinada marca automével pretende desenvolver um novo modelo de
veiculo, isso representa um enorme esforgo financeiro e de recursos humanos
para a empresa. Devido a4 magnitude da tarefa proposta, e das dificuldades
inerentes 4 sua realizagio em ambiente académico, a organizagio da prova
divide as equipas participantes em varias classes de competi¢o, de acordo com
o estado de evolugio do seu projeto. Até ao ano 2009 o evento dividia-se em

quatro classes:
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*  Classe 1 - apresentagio do carro construido
¢ Classe 1/200 - para veiculos de anos anteriores melhorados
*  Classe 2 - apresentagio do protétipo em tamanho real

*  Classe 3 - apresentagio do projeto virtual (computador)

A partir de 2010, e com a procura pelas energias alternativas limpas, também
a Formula Student evoluiu em termos de regras e, das 4 classes que existiam

anteriormente, passaram apenas a existir 3 classes, que sdo:

*  Classe 1 - apresentagio dindmica do veiculo
*  Classe 1A - apresentagio de veiculos movidos a energias alternativa

*  Classe 2 - apresentagio do projeto do protdtipo quase construido

Os veiculos sdo avaliados nos seguintes eventos (estdticos e dinimicos):
inspegoes técnicas, custo global do projeto, apresentagio, design de engenharia,
trajetos de desempenho individuais, e performance de resisténcia em pista.
Neste contexto, a participagio dos estudantes ¢ feita no pressuposto de que
uma determinada empresa de veiculos os contratou para produzir um carro
protétipo para ser avaliado como um artigo de produgio. O mercado de vendas
pretendido ¢ o das corridas nao profissionais de Autocross. O carro deve ter um
elevado desempenho em termos de aceleragio, travagem e controlo, bem como
deve ter baixo custo de comercializagio, apresentar uma ficil manutengio e

deverd apresentar bons niveis de seguranga.

Estes protdtipos sio monologares do tipo Férmula, onde os propulsores
utilizados sao geralmente de motas, e que por regulamento nio podem exceder
0s 615 cm3, mas estdo limitados por um restritor de 20 mm de didmetro na
conduta de admissdo. Estes motores tém performances muito interessantes,
visto que os melhores aceleram dos 0 aos 100 km/h em menos de 4 segundos,
atingindo facilmente velocidades superiores a 150 km/h. Os monolugares tém
pesos entre os 170 kg e 300 kg, com piloto, consoante a op¢io das equipas em
utilizar um ultraleve motor monocilindrico ou um motor de elevada poténcia

com quatro cilindros.
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Tal como anteriormente foi referido, no aspeto da comercializagio do veiculo
sdo tidos em andlise outros aspetos, para além da parte técnica, tais como: a
estética, o conforto e uso de partes comuns. A pontuagio de cada prova ao qual
o veiculo serd submetido é apresentada nas tabelas seguintes, sendo que uma

equipa pode fazer no méximo um total de 1000 pontos.

Tabela 1. Pontuacio dos

eventos estdticos

Apresentagao 75
Design do veiculo 150
Andlise de custos 100

Tabela 2. Pontuacio dos

eventos dindmicos

Aceleracao 75
Skid-Pad 50
Autocross 150
Economia de Combustivel 50
Resisténcia 350

O desafio para os jovens engenheiros consiste em conseguir participar em
todos os eventos indicados nas tabelas anteriores, procurando obter a melhor

pontuagio em cada um deles.

O Projeto Formula Student em Portugal e no ISEC

O Projeto Formula Student em Portugal surgiu inicialmente pelas maos
da Universidade Independente, decorria o ano de 2000, tendo o projeto
recebido o nome de “Escuderia AAUni”. A primeira participagio de qualquer
equipa ibéria neste tipo de evento deve-se & Universidade Independente, que
participou na prova que decorreu em Birmingham nos dias 5 a 7 de Julho de
2000 (AAUni, 2000). No ano de 2001, também o Instituto Superior Técnico
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(Projecto FST) e o Instituto Politécnico de Settbal (Formula Student Racing)

iniciaram a sua participagio nesta competigao.

No ano de 2006, um grupo de alunos do Instituto Politécnico de Leiria
iniciaram o Projeto Formula IPLeiria e sensivelmente a0 mesmo tempo um
grupo de sete alunos do curso de Engenharia Eletromecanica, do Instituto
Superior de Engenharia de Coimbra, decidiram que pretendiam participar
num desafio aliciante relacionado com a industria automével. Apés uma andlise
cuidada acerca dos diferentes tipos de eventos internacionais nesta drea, elegeu-
se 0 Projeto Formula Student, em virtude do elevado nivel da concorréncia e
pelo facto de ser o que abrange um maior niimero de dreas de conhecimento e

assim nasceu o phISEC Racing.

Com alguma divulgacio que o projeto foi tendo em Portugal surgiu, no ano
de 2007, um grupo de alunos do Departamento de Engenharia Mecinica
da Universidade de Aveiro, ao qual se juntaram alunos do Departamento de
Comunicagio e Artes e do Departamento Eletronica e Telecomunicagoes, que
criaram o Projecto Engenius - UA Formula Student. Recentemente, entre 2012
¢2013, foi desenvolvido o projeto no Instituto Superior de Engenharia do Porto
(ISEP) e no Instituto Superior de Engenharia de Lisboa (ISEL). Relativamente
as participagoes das Instituicoes de Ensino nacionais, o Instituto Superior
Técnico ¢ a equipa que apresenta mais participagoes internacionais, seguida do
Instituto Politécnico de Leira, Universidade de Aveiro e o Instituto Superior
de Engenharia de Coimbra, e por fim o Instituto Superior de Engenharia de

Lisboa, o Instituto Superior de Engenharia do Porto e o Instituto Politécnico

de Settbal.

Relativamente ao Projeto Formula Student do Instituto Superior de Engenharia
de Coimbra, este teve a sua primeira participa¢io no ano de 2007 entre os dias
12 e 15 de Junho no circuito de Silverstone (U.K) (Figura 2). A participagio
nesse ano foi feita em classe 3 (apresentago do projeto em computador), tendo
a equipa phISEC Racing obtido um honroso 6.° lugar num total de 13 equipas

participantes.
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Figura 2. Participagio da equipa phISEC Racing na Formula
Student de 2007, no circuito de Silverstone

Depois da primeira etapa ultrapassada, que se constitui na produgio de um
projeto com capacidade técnica e cientifica, com validagao por parte do Juri,
a equipa decidiu que no ano seguinte iria participar em classe 1, ou seja, com
a apresentagio do carro construido e que consistiu num monolugar com

propulsio feita por meio de um motor de combustio interna.

Depois de superar os diversos desafios que foram surgindo, fruto da
complexidade do projeto e da dificuldade em arranjar apoios externos a escola
para suportar o desenvolvimento do projeto, a equipa conseguiu construir o

Phil (Figura 3).

" Race Lontrol |

it

Figura 3. Participagio da equipa phISEC Racing na Formula Student de 2008, no circuito
de Silverstone com o Phil.de Silverstone

Na participagio no evento de 2008, a equipa nio teve oportunidade de

participar em todas as provas devido a problemas técnicos. No entanto, o
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conhecimento adquirido, as mais-valias que vieram do intercimbio com outras
equipas fez com que a participagio no evento nio fosse considerada como
um insucesso, mas sim como o ponto de partida para solucionar o que havia
corrido menos bem e melhorar, com vista a participagdo no evento de 2009, de
acordo com a filosofia inerente ao projeto de “Designing, Building, Competing,

Learning,...”

Em Julho de 2009, o ISEC participou, pelo terceiro ano consecutivo, no
Formula Student 2009. A equipa foi composta por alunos e professores e,
nesta tiltima participagao, foi concebido um protétipo com nova performance,
tendo como objetivo melhorar a qualificagio obtida em 2008. O Phi2,
nome atribuido ao veiculo Phil renovado, fruto da experiéncia adquirida nas
anteriores participagdes, teve como principais inovagoes: a reducio do peso, o
incremento do desempenho dinimico do veiculo, a facilidade de construgio
e um menor custo de produgio. Esta versdo participou na Classe 1/200 - para
veiculos de anos anteriores melhorados, onde obteve mais uma vez um 6.°

Lugar (Figura 4).

Figura 4. Participagio da equipa phISEC Racing na
Formula Student de 2009, no circuito de Silverstone
com o Phi2.

Regressados de Inglaterra, e com vontade de fazer sempre melhor, a equipa
definiu um novo objetivo: construir o primeiro Formula Student de Portugal

movido a energias limpas. Esta aposta surgiu em primeiro lugar pelo facto de
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que, a partir de 2010 a Formula Student quis incutir neste tipo de projeto a
procura pelas energias alternativas limpas, criando uma classe especifica para os
protétipos que fossem surgindo a Classe 1A - apresentagio de veiculos movidos
a energias alternativas. Por outro lado, e por condicoes de regras, qualquer
monolugar s6 pode efetuar duas participagdes consecutivas neste tipo de
evento. Sendo assim, a decisio estava tomada, criar um monolugar totalmente

elétrico, o Phi3 (Figura 5).

Figura 5. Formula Student com propulsio elétrica
Phi3 (2 esquerda na foto) e o Phi2 (2 direita na foto).

Avaliagao dos 8 anos do Projeto no ISEC

Apesar das vdrias participagoes nos eventos, a estrutura organizativa da equipa

apresentou sempre a conﬁguragéo s€ apresenta na ﬁgura seguinte:

Faculty Advisor

K T 1
[ Dep. Marketing ] [ Dep. Financas e ] [ Dep. Técnico ]

Producao

Avaliaco de Suspensao e Chassis
custos Travagem
[ Motor Diferencial ]
[ Carrocaria Electronica ]

Figura 6. Organograma da equipa phISEC Racing
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Esta configuracio permite que os alunos tenham um conhecimento mais
concreto do que ¢ trabalhar em equipa e que obriga a que os tempos de
trabalho e de desenvolvimento do projeto ém de ser planeados de acordo
com as necessidades do préprio projeto. Ao longo destes 8 anos, jd contou
com a colaboragio de cerca de 70 alunos, onde a componente prética ¢ uma
méxima absoluta do projeto. Este projeto de investigagio e desenvolvimento,
cujo financiamento convém realcar tem sido obtido, até & data, pelo apoio
institucional do ISEC e do IPC em conjunto com o patrocinio de diversas
empresas, tem permitido o desenvolvimento de diversos projetos de final de
curso aos alunos da Licenciatura de Engenharia Mecanica, Eletromecinica,
Informdtica e Eletrotécnica. De referir ainda, que no ano letivo 2008/2009,
dois alunos ao abrigo do Programa Erasmus, provenientes da Universidade de
Paris Nanterre e da Universidade do Pais Basco, concluiram os seus Mestrados

em trabalhos integrados neste projeto.

Outra das mais-valias que o projeto tem revelado ¢ a ligagdo com o tecido
empresarial, permitindo inclusive o estabelecimento de diversas parcerias entre
as empresas ¢ 0 ISEC e, por este se tratar de um projeto bastante abrangente,
permite também aos alunos ter um contacto com a vida empresarial
enquadrada no seu percurso de formagao académico. Alids, esta ligagdo com o
sector empresarial proveniente deste projeto, foi recentemente destacada pela

A3ES no relatério preliminar elaborado pela Comissao de Avaliagio Externa.

Claro estd, que também em Portugal este tipo de projeto tem sido acarinhado
por diversos eventos, uns por convite outros para demonstrar a capacidade
dinimica da escola e dos seus alunos. Sendo assim, o Phi2 tem marcado uma
presenca assidua em diversos eventos dos quais se destacam a Rampa histérica
do Caramulo (2013 e 2014), a Race Wars 2013 (Montemor-o-Velho), a
Futurdlia, a FENGE, a Rampa da Covilhd 2014 (campeonato europeu de
rampas), ¢ mais recentemente a Rampa histérica do Luso (2015). Este tipo
de projeto é sem diivida uma mais-valia para os alunos e para a escola, sendo
um projeto bastante medidtico que apresenta mais de 21000 de visualizagoes

de videos no Youtube e cerca de 6000 visualizagdes diretas no Facebook, para
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além das reportagens televisivas e dos artigos em jornais regionais e nacionais.
Para promover a partilha de experiéncias e dificuldades deste tipo de projeto,
a equipa phISEC Racing organizou, no ano de 2014, o primeiro encontro
nacional de equipas Fomula Student (Figura 7), integrado na Feira de
Engenharia (FENGE), tendo participado nesse encontro, para além da equipa
phISEC Racing (ISEC), a FST Nova Base (IST), a ISEL Formula Student, a
Engenious (UAveiro) e a ISEP Formula Student.

Figura 7. Organizacao do 1.° Encontro Nacional de
Equipas Formula Student

Passados oito anos, desde que foi langado este projeto na escola, e na qualidade
de Faculty' Advisors do projeto, os autores entendem que este tipo de projeto

promove uma atitude empreendedora dos alunos, permitindo a interagio dos

alunos com o tecido empresarial, fomentando “O SABER FAZER”.

Conclusao

No presente texto apresentou-se o conceito base inerente ao Projeto Formula
Student, a sua evolugio em termos da competicio mundial, bem como o
desenvolvimento deste projeto nas Institui¢oes de ensino superior portuguesas.
Neste dominio, foi feita uma retrospetiva histérica da participagao da equipa
do Instituto Superior de Engenharia de Coimbra, destacando a elevada
componente pedagdgica de nivel aplicado que 0 mesmo tem para os alunos

que nele tém participado.

| 290



Projeto PhISEC - 8 anos de ensino... | P Ferreira & C. Alcobia

Referéncias

AAUni, 2000. Escuderia AAUni. [Online]
Available at: heep://www.aliatron.com/fstudent.htm
[Acedido em 15 Abril 2015].

IEEE, 2015. Institute of Electrical and Electronics Engineers. [Online]
Available at: hetps://www.ieee.org/index.html

[Acedido em 15 Abril 2015].

IMechE, 2015. Institution of Mechanical Engineers. [Online]
Available at: heep://www.imeche.org/
[Acedido em 15 Abril 2015].

SAE, 2015. Society of Automotive Engineers. [Online]
Available at: http://www.sae.org/
[Acedido em 15 Abril 2015].

291 |












Coordenadores |

Susana Gongalves

Doutorada em Dsicologia pela Universidade de Coimbra, ¢ professora coordenadora no
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Quantitativos e Sistemas de Informacio e Gestao. Vem lecionando unidades curriculares dos
cursos do 1° ciclo de estudos e cursos dedicados aos estudantes com défice de conhecimentos de
matemdtica para a frequéncia do ensino superior. Foi Presidente da Assembleia de Representantes
do ISCAC entre 2004 ¢ 2009. E Presidente do Conselho Pedagégico do ISCAC desde 2012,
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de Desempenho do Pessoal Docente do ISCAC desde 2011 e Provedora do Estudante do
Politécnico de Coimbra desde 2014.

Paula Fonseca

Doutorada em Ciéncias da Satide|Ciéncias Biomédicas pela Faculdade de Medicina da

Universidade de Coimbra, tendo obtido o grau de mestre em Mestre em Métodos Instrumentais
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e Controlo de Qualidade Analitica pela Faculdade de Quimica da Universidade de Aveiro,
licenciada em Farmécia pela Escola Superior de Tecnologia da Satide de Coimbra, licenciada
em Geologia pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra e detentora
do Titulo de Especialista em Farmécia. Atualmente é professora Adjunta no Departamento de
Farmécia da Escola Superior de Tecnologja da Satide de Coimbra, coordenadora do Grupo de
Investigagdo Aplicada em Farmdcia, coordenadora do Mestrado em FarmdciaEspecializagio
em Farmacoterapia Aplicada da ESTESC, investigadora na Unidade de 1&D Quimica-Fisica
Molecular | Universidade de Coimbra e Presidente do Conselho Pedagdgico. Depois de adquirir
competéncias na drea da Farmécia € nos Métodos Instrumentais de Analise decorrente de toda a
formagio académica, os seus interesses atuais de investigagio estao focados na drea da Farmécia,
nomeadamente na monitorizacio de firmacos, no meio ambiente, em estudos de efetividade
de medicamentos e no estudo de sistemas bioldgicos e farmacologicamente relevantes. Autora
de diversos artigos cientificos em revistas internacionais indexadas, diversas participagdes em
congessos nacionais e internacionais da drea e diversas publicagdes em atas cientificas, é também

orientadora de alunos do 1°, 2° e 3° cido.

Candida Malga
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Produgio) pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologja da Universidade de Coimbra da Universidade
de Coimbra. Leciona hd vinte anos no Ensino Superior Politécnico, dezoito dos quais no Instituto
Superior de Engenharia de Coimbra (ISEC) do Instituto Politécnico de Coimbra (IPC). Integra,
como investigadora, 0 Centro de Desenvolvimento Répido e Sustentado do Produto (CDRSP)
do Instituto Politécnico de Leiria (IPL). Obteve virias distingdes em diversos concursos de
Empreendedorismo e Inovagio e outros. E co-autora de virias publicagdes e patentes nacionais e
internacionais. Participou em diversos projetos de 1&D. Foi diretora do curso de licenciatura em
Engenharia Eletromecinica do ISEC, Presidente do Conselho Pedagégico do ISEC e Provedora
do Estudante do IPC. Presentemente ¢ Presidente do Departamento de Engenharia MecAnica
do ISEC.
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