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1. INTRODUCAO

A Biomedicina surgiu no Brasil na década de 60, e até os dias atuais o curso
passou por diversas modificagcdes institucionais, ampliando cada vez mais as suas
habilitagcdes e qualificando seus profissionais na area de saude (1). Ela se dedica ao
estudo e pesquisa em diversos setores da saude, com ampla area para atuacgao,
podendo auxiliar no diagndstico de doengas, contribuir na prevengao, controle,
enfrentamento e tratamentos de novas patologias e promover o bem-estar através
de praticas integrativas da saude (2). Possuindo isso em vista, um biomédico possui
um papel importante no ambito laboratorial. Desse modo, € necessario que ele
possua um dominio sobre as técnicas presentes nele, executando-as com dominio

sobre 0 manuseio dos equipamentos e materiais de pesquisa.

Para obter a competéncia necessaria e me tornar uma profissional
capacitada, ao longo da graduagao, presenciei aulas teodricas que forneceram uma
base de conhecimento sobre diversos conteudos relevantes para a area da saude e
aulas praticas, onde experienciei algumas das técnicas de bancada. Além disso, por
meio de trabalhos e seminarios, pratiquei a leitura de artigos e realizacdo de
apresentagdes com os temas vistos, os quais permitiram o aprofundamento do

conteudo, onde também foi possivel praticar a apresentagcao em publico.

Nesse percurso, uma das matérias vistas foi Embriologia, a qual introduziu a
explicacéo do inicio da vida e todo seu processo de formacéao a partir de duas unicas
células, o gameta feminino e o masculino. Foi em sala de aula que surgiu o interesse
nesse tema e senti a necessidade de me aprofundar no mesmo para além dela.
Portanto, iniciei a busca por caminhos que abrissem oportunidades para estudar

mais sobre a biologia do desenvolvimento.

O primeiro passo, foi participar da Liga Académica de Reprodugdo Humana e
Genética (LARHG) do Centro Universitario Sdo Camilo, a qual apresentou uma area
em que um biomédico pode atuar relacionada a embriologia. Nessa Liga, tive a
possibilidade de conhecer mais sobre essa capacitagdo dentro da Biomedicina,
como também, estudar mais sobre o desenvolvimento humano e por consequéncia

formar uma base maior sobre o assunto.

Logo depois, busquei uma iniciagéo cientifica que me permitisse obter maior
conhecimento sobre a embriologia. Apds realizar uma busca de professores da area,
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conheci a Dra. Profa. Camila Cicconi Paccola e sua linha de pesquisa, a qual
realizava na Universidade Federal de Sdo Paulo no Departamento de Morfologia e

Genética, nos laboratérios da Disciplina de Biologia do Desenvolvimento (3-9) .

Na linha de pesquisa do meu projeto de iniciagao cientifica, observei como o
uso da nicotina poderia afetar o sistema reprodutor feminino através de
experimentos realizados em ratas adultas. Esse cenario me proporcionou relacionar
a biologia do desenvolvimento a uma questao de saude publica, ou seja, relacionar o
consumo de cigarro e seus possiveis efeitos no sistema reprodutor feminino. Nesse
momento, tive contato com o campo da pesquisa e reconheci a sua importancia na

contribuicdo para a saude da populacéo.

Antes de iniciar o manuseio dos materiais de pesquisa, foi necessario
desenvolver uma base tedrica através de leitura de artigos, através da busca de
informagdes relevantes para se embasar e formar o projeto. Para isso, foram

realizadas pesquisas em sites como PubMed, Scielo e Google Académico.

Iniciei a escrita do projeto, sendo os objetivos os primeiros a serem definidos
para que existisse um foco da pesquisa, e assim, quais caminhos seriam seguidos
para obter as respostas do que era buscado. E essencial que todo o projeto de
pesquisa tenha essa etapa para delimitar aquilo que sera visto, e assim, seja

definida a finalidade das técnicas que serao utilizadas ao longo dele.

A seguir, as demais partes do projeto foram elaboradas com o auxilio da
minha orientadora de iniciacdo cientifica, sendo elas a introducao e justificativa,
materiais e métodos e forma de analise de resultados. Toda a escrita foi elaborada
seguindo as normas exigidas pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) (10) e por consequéncia, o projeto foi submetido no Sistema
de Apoio a Gestao (SAGe) (11) para a aquisicdo de uma bolsa de iniciagao cientifica
FAPESP (12).

Devido ao projeto possuir a necessidade de manejo de animais, foi também
realizada a submissdo do projeto no Sistema de Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de S&o Paulo. Desse modo, o projeto

poderia possuir a autorizagao para a aquisicao e manejo desses animais.

Em seguida, iniciei os experimentos e realizei 0 manuseio das ratas, para

posteriormente serem utilizadas as técnicas laboratoriais como Imuno-histoquimica e
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Western-Blotting. Em sala de aula, eu ja havia estudado essas técnicas e foi notorio,
que ao ter contato com esses assuntos anteriormente, foi um facilitador para possuir

maior propriedade no que seria realizado em laboratorio.

Ao realizar o projeto, desde suas primeiras etapas de leitura, até a obtengao
dos resultados e discussbes realizadas, obtive habilidades relevantes para o
profissional da Biomedicina competente. Além de obter experiéncia em bancada
laboratorial € manuseio de técnicas de pesquisa, me aprofundei em temas
relacionados a biologia do desenvolvimento através da leitura de artigos e por
consequéncia, formei um pensamento critico sobre tudo aquilo que foi visto e sendo
possivel realizar a discussao e conclusdo sobre os resultados vistos no Relatorio

Final do projeto.

Por fim, a pesquisa possui uma grande relevancia, pois ela me permitiu a
expanséo dos conhecimentos e fundamentos sobre variados temas acerca da saude
e do corpo humano que possuimos hoje. Sendo assim, a area da pesquisa e as
técnicas laboratoriais realizadas, sao essenciais para a descoberta de novas

informagdes que permitam a evolugao da saude humana.

2. CONTEXTO DO PROJETO

O consumo de cigarros, conhecido como tabagismo, € a principal causa
evitavel de morte e adoecimento no mundo (13). Dentre os principais componentes
do cigarro destaca-se a nicotina, uma substancia psicoativa derivada da folha do

tabaco, e capaz de causar dependéncia quimica (14).

No Brasil, foi observado que a prevaléncia de mulheres gravidas fumantes
aumentou no periodo de 2013 a 2019, sendo que a proporgado de mulheres gravidas
fumantes e mulheres n&do gravidas fumantes se tornou praticamente equivalente
(15). Mundialmente, mais da metade das mulheres que fumavam antes da gravidez
continuaram com a pratica no periodo pré-natal (16). Em decorréncia da nicotina e
dos demais componentes presentes nos cigarros, o habito de fumar causa diversos
maleficios a saude, incluindo risco de infertilidade e complicagdes na gestagao, tais

como aborto espontaneo, parto prematuro e baixo peso ao nascer (17).
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Apesar dos efeitos do cigarro sobre a gestagdo serem estudados ha muitos
anos (18), até hoje ndo se sabe o real mecanismo pelo qual a nicotina afeta os
gametas em desenvolvimento. Além disso, segundo pesquisas a respeito do impacto
do fumo na saude reprodutiva de filhas de maes fumantes, a exposig¢ao pré-natal aos
componentes dos cigarros pode estar relacionada a prematuridade da menarca (19),
e a possiveis alteragdes no ciclo reprodutivo (20-22). Estudos experimentais
também verificaram alteragdes dos ciclos reprodutivos de ratas (23,24), bem como
nos niveis de horménios sexuais das proles (masculina e feminina) tratadas com

nicotina durante a vida intrauterina (3,4,25-27).

Em mamiferos, o controle neuroenddcrino dos ciclos reprodutivos se da a
partir da liberagdo pulsatii do hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo
hipotalamo (28), o qual estimula a secrecdao de horménio luteinizante (LH) e
horménio foliculo estimulante (FSH) pela adenohipofise na circulagéo periférica (29).
Estes horménios, entdo, induzem a sintese de esterdides pelas gbnadas. As
gbnadas, por sua vez, regulam a secregdo de horménios do eixo

hipotalamo-hipdéfise-gonadal (HHG) por meio de feedbacks positivo e negativo (28).

Sabe-se, portanto, que € fundamental o bom funcionamento do eixo HHG na
vida reprodutiva de homens e mulheres. O desenvolvimento normal da puberdade e
a fertilidade dependem da ativagdo e agdo conjunta do eixo hormonal, constituido
pelos horménios hipotalamicos, hipofisarios e gonadais. Nas mulheres em idade
fértl, o FSH atua sobre o foliculo ovariano primordial, estimulando o seu
desenvolvimento morfoldgico e funcional. Além disso, induz aumento no numero de
células da granulosa, acarretando a formagdo do antro folicular e a produgédo da
aromatase. O LH, por sua vez, estimula a sintese de andrégenos pelas células da
teca, que sofrem aromatizacdo em estradiol sob estimulo do FSH (30). Contudo,
existem inumeras pesquisas mostrando acado desreguladora da nicotina perante a

liberagdo dos horménios sexuais, tanto hipofisario como gonadais (3,31-33).

Além disso, tanto a nicotina como seu metabdlito, cotinina, sdo detectaveis
em tecido e fluidos gonadais de fumantes. A cotinina é incorporada pelas células
granulosa-luteinicas do ovario, podendo comprometer o desenvolvimento do foliculo
(34). Isso é extremamente prejudicial visto que existe uma intensa comunicagao
entre as células foliculares e, ainda, as substancias que atingem as células da teca e

da granulosa podem afetar o gameta feminino. Cada tipo de célula dentro do
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microambiente folicular desempenha um papel no suporte ao crescimento,
maturacdo e aquisicdo de competéncia do odcito (35). Todas as mudancgas
morfoldgicas, celulares e moleculares pelas quais 0 odcito precisa passar durante
sua vida, para ganhar as competéncias necessarias antes da fertilizacdo, ocorrem
enquanto ele esta “encapsulado” no foliculo ovariano. Assim, somente um foliculo
saudavel pode conter um od6cito com maquinario e componentes celulares
necessarios para remodelar a cromatina masculina e feminina, sustentar o
desenvolvimento inicial do embrido e, em ultima analise, gerar um individuo

completo e complexo (35).

A cotinina também pode inibir a apoptose em embrides de fumantes,
conferindo sobrevivéncia “perigosa” a embrides geneticamente alterados (36,37).
Neste contexto, a nicotina é citada como uma droga com agao “aparentemente
contraditoria” em relagdo as taxas de proliferacédo e morte celular. Enquanto alguns
trabalhos mostram uma agéo da droga estimulando apoptose em células ovarianas
da granulosa (38,39) e células esteroidogénicas de Leydig (40), outros mostram uma
acao de redugdao de morte celular programada (41), inclusive favorecendo o
aparecimento de tumores em diversos tecidos. Da mesma forma, enquanto alguns
trabalhos evidenciam sua agdo mitogénica sobre certos tecidos, como musculatura
lisa endotelial (42), outros mostram redugao da proliferagao celular, como em células

somaticas e germinativas de embrides (43).

A proliferacdo e a morte celular sdao fendbmenos fisiolégicos com intensa
ocorréncia nos ovarios. Mesmo antes do nascimento as células foliculares ja
proliferam, formando uma camada celular ao redor dos odcitos. Por outro lado,
desde o0 nascimento das fémeas, varios foliculos ovarianos degeneram
constantemente. Esse mecanismo natural de degeneragao de foliculos que nao
chegam a ovulacdo é denominado atresia folicular (44,45), e ocorre por um processo
ativo de morte celular programada, denominado apoptose. A apoptose tem como
objetivo principal eliminar células indesejadas, excessivas ou cancerigenas, tendo
papel fundamental na manutengcdo da homeostase (46). Porém, esse processo
precisa ser muito bem regulado, uma vez que a ocorréncia desordenada do mesmo

pode levar a diversas condi¢des patolégicas e doengas (47,48).

O processo de atresia folicular € também mediado por horménios (49,50). De

acordo com Billig et al. (51), o bloqueio da liberagdo de estrogénio em ratas
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hipofisectomizadas aumenta a incidéncia de apoptose nas células da granulosa de
foliculos pré-antrais e antrais, enquanto o tratamento com o mesmo hormoénio
previne a morte celular. Tais observagdes vao de encontro aos resultados obtidos em
outras pesquisas, nas quais o aumento da apoptose folicular ocorreu em

consonancia com a redugao dos niveis de estradiol (49,52).

Como dito, o horménio FSH é responsavel por controlar a proliferacdo das
células da granulosa ao redor do odcito, favorecendo o crescimento folicular, e ele
também parece performar uma protecao celular essencial no desenvolvimento dos
foliculos, suprimindo a morte de células da granulosa (53). Em estudos realizados
em ovarios de ratas, foi observado que a presenga de FSH consegue impedir a
fosforilagdo e ativagdo da proteina pro-apoptotica Bad (49), promovendo o

desenvolvimento do foliculo antral que vira a se tornar um foliculo de Graaf (50).

No que diz respeito a influéncia da nicotina sobre a reserva ovariana, existem
trabalhos mostrando reducéo do numero total de foliculos nos ovarios de roedores
tratados com esta droga (52,54 ), associados ao comprometimento da proliferagdo de
células da granulosa. Ja em humanos, mulheres fumantes e ex-fumantes entre 35 e
54 anos apresentaram cerca da metade do numero de foliculos ovarianos de
mulheres, na mesma faixa de idade, que nunca fumaram (55). Além disso, Sanders
et al. (56) descreveram diminuicdo da esteroidogénese em foliculos ovarianos
bovinos causada por agdo da nicotina sobre as células da teca interna. Nesse
sentido, trabalhos realizados por nosso grupo ja comprovaram efeitos da nicotina
apos exposigao intrauterina e na amamentagao sobre as células de Leydig de ratos
jovens e adultos (3). Como as células de Leydig possuem fungédo analoga as células
esteroidogénicas da teca encontradas em fémeas, ressalta-se a hipétese de agao da

nicotina sobre a sobrevivéncia e proliferagao destas.

Portanto, considerando que a exposicdo a nicotina durante a vida pré-natal
altera o sistema neuroendécrino fetal, agindo sobre o eixo hipotalamo-hipofise e
gerando efeitos a longo prazo sobre a fertilidade da prole exposta (3,6,57), é de se
esperar que a perturbagdo dos niveis hormonais causada pela exposi¢cdo a nicotina
impacte o desenvolvimento e manutencdo dos foliculos ovarianos por meio da

alteracéo do padrao de proliferacdo e morte celular.
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Por fim, haja visto os efeitos do tabagismo em oposigéo a lenta redugao do
numero de fumantes no mundo (58), o indice de mulheres fumantes que nao
abdicam do uso de cigarros ao longo da gravidez e lactacdo (16), aliado a
pesquisas, principalmente clinicas, que conectam a exposi¢cao pre-natal a nicotina
com a infertilidade feminina e antecipagdo da menopausa, ressalta-se a importancia
da realizagdo deste estudo. Acreditamos que compreender como uma droga
administrada na fase intrauterina pode impactar no funcionamento das células
foliculares e dos receptores hormonais, os quais influenciam a aquisicao de
competéncia oocitaria e a reserva ovariana (35), € fundamental para desenvolver

estratégias para proteger o gameta feminino de condigdes nocivas.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tera como objetivo descrever e discutir sobre as técnicas
utilizadas em laboratério de experimentacdo animal para avaliacdo de efeitos
toxicologicos sobre o sistema reprodutor de ratas adultas, utilizando ratas expostas a

nicotina na fase intrauterina e de lactagdo como modelo experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever o manuseio de animais: anestesia, administragdo de drogas e

coleta de material biolégico (sangue e ovarios de ratas);

- Descrever os procedimentos de fixagdo, processamento, inclusdo e
microtomia de material histologico;

- Descrever os procedimentos de coloragao histolégica e analise morfoldgica
em microscopia de luz;

- Descrever os procedimentos envolvidos na técnica de imuno-histoquimica e
western blotting para marcagao de antigenos em tecidos de ratas;

- Discutir sobre as técnicas utilizadas, abordando suas vantagens e

desvantagens.
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4. SEQUENCIA DE ETAPAS
4.1 ETAPA 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Objetivo da etapa:
Reconhecer a linha de pesquisa do projeto e inteirar-se dos assuntos relacionados.
Desenvolvimento:

No comeco da iniciacdo cientifica, foi de extrema importadncia formar uma
base tedrica para os assuntos abordados e técnicas laboratoriais realizadas, os
quais seriam vivenciados ao longo da mesma. Para isso, a orientadora do projeto
indicou a leitura de alguns artigos e trabalhos publicados e incentivou a pesquisa de

mais materiais sobre esses assuntos a fim buscar um aprofundamento maior.

Para realizar essa etapa, além do material ja disponibilizado pela orientadora,
foram consultados estudos e artigos cientificos na base de dados de sites como:
Pubmed, NCBI, Scielo e Google Académico. Foram utilizadas as seguintes
palavras-chave para busca: nicotina, reprodugdo feminina, ovario, ratas,

Imuno-histoquimica, Western-Blotting.

Os primeiros artigos, eram referentes a projetos anteriores que a orientadora
ja havia realizado e foram utilizados para apresentar a sua linha de pesquisa (3,5-7).
Além disso, foi necessario se familiarizar com protocolos e reacdes que ocorreriam
nas técnicas laboratoriais que seriam realizadas. Para a imunohistoquimica (59-61)
e Western-Blotting (62—65), inicialmente foram consultados artigos que abordavam

todo o processo das técnicas e possiveis resultados futuros.
Citagcoes da bibliografia e ferramentas utilizadas:

3. Paccola CC, Neves FMO, Cipriano |, Stumpp T, Miraglia SM. Effects of prenatal
and lactation nicotine exposure on rat testicular interstitial tissue. Andrology
[Internet]. 2014 Mar;2(2):175-85. Available from:
http://dx.doi.org/10.1111/j.2047-2927.2013.00168.x

5. Paccola CC, Miraglia SM. Prenatal and lactation nicotine exposure affects Sertoli
cell and gonadotropin levels in rats. J Reprod Fertil [Internet]. 2016

Feb;151(2):117-33. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26556892/
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Consideracgoes e reflexdes da etapa:

Essa etapa foi essencial para formar uma base tedrica sélida sobre os
assuntos relacionados ao projeto de pesquisa, pois me permitiu possuir um maior
dominio sobre as questbes que seriam abordadas. Sendo assim, formei um
pensamento critico sobre o tema do projeto e consolidei como e quais seriam as

praticas laboratoriais realizadas.

Por consequéncia, com a leitura de artigos que realizei, foi possivel formar os
protocolos que seriam utilizados nos experimentos de Imuno-histoquimica e
Western-Blotting, o que facilitou para ter um ponto de partida para a realizagao dos
mesmos. Devido a diferenca de materiais e de estrutura, os protocolos tiveram de

ser modificados para se enquadrarem ao projeto.

Com o acervo obtido através das pesquisas que realizei e conteudos
fornecidos, tive a possibilidade de escrever o projeto utilizando-os como referéncias
tedricas para o texto e, desse modo, ter uma linha de pesquisa bem estruturada e
definida.

4.2 ETAPA 2: BUROCRACIAS PARA REALIZACAO DE BOLSA FAPESP

Objetivos da etapa:

Aquisicao da bolsa de iniciagao cientifica através da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

Desenvolvimento:

Ao finalizar a escrita do projeto, acreditei que o0 mesmo possuia potencial para
ser submetido para uma bolsa de iniciagao cientifica. Para isso, iniciei a busca por
informagdes dos critérios e como poderia ser realizada essa submissdo, sendo elas

disponibilizadas no site da fundacéo (12).

Apo6s ler atentamente as informacbes e critérios, verifiquei que me
enquadrava nos mesmos e poderia realizar a solicitagdo assim que tivesse os
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documentos necessarios. Desse modo, iniciei o processo ajustando o corpo do texto
do projeto para que ficasse adequado ao que era exigido pela instituicao (10). O
texto deveria ser subdividido em 6 partes: resumo (maximo 20 linhas), introducgéo e
justificativa (sintese da bibliografia fundamental), objetivos (geral e especificos),
plano de trabalho e cronograma de sua execugéo (organizado em dois semestres),

material e métodos e forma de analise dos resultados.

Além disso, a FAPESP exigia outros documentos, tanto por parte do aluno de
iniciacao cientifica, quanto por parte do orientador do projeto. Portanto, eu € minha
orientadora também tivemos que reunir todos esses documentos e para facilitar esse
processo, utilizamos uma nuvem de compartiihamento online, na qual ambas

poderiam acessar todos eles.

Ao final de todo o processo, realizei a solicitagdo da bolsa por meio do SAGe
(11), o qual & uma pagina online onde todos os documentos exigidos foram
registrados. Apds a submissao, recebi um numero de processo correspondente ao
meu projeto e o retorno de um avaliador que pontuava possiveis ajustes no texto do

projeto e da documentacgao.

Depois de realizar os ajustes, recebi a aprovagao da aquisicao da bolsa de
iniciagao cientifica da FAPESP, a qual teve duracdo de 12 meses. Além dela, foi
fornecida uma Reserva Técnica como auxilio para possiveis despesas relacionadas
ao projeto (66), onde a verba poderia ser liberada de acordo com a necessidade

através do Sistema de Administragdo Financeira (SIAF) (67).

Citacoes da bibliografia e ferramentas utilizadas:

10. FAPESP. Projeto de Pesquisa [Internet]. [cited 2025 Apr 26]. Available from:
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12. FAPESP. Bolsa de Iniciagao Cientifica [Internet]. [cited 2025 Apr 26]. Available
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t8zpfXL-ho=&redirect_uri=https://siaf.fapesp.br/login/oauth2/code/keycloak-sage

Consideracgoes e reflexdes da etapa:

A submissdo da bolsa de pesquisa constituiu uma etapa de grande relevancia
para minha formagdo enquanto aluna de iniciagdo cientifica e graduanda em
Biomedicina. Esse processo me proporcionou uma visdo mais abrangente acerca
dos aspectos burocraticos envolvidos na pesquisa cientifica financiada, além de ter
me exigido uma postura mais madura e responsavel em relagdo ao cumprimento de

prazos e a atencao das normas estabelecidas.

A bolsa concedida pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) ndo apenas foi um suporte financeiro pessoal, mas também
desempenhou um papel essencial na execug¢ao do projeto de pesquisa. Isso se deve
a utilizacao da reserva técnica associada a bolsa, pois foi possivel adquirir materiais
de consumo necessarios para a realizagdo dos experimentos, o que contribuiu para

a continuidade e o bom andamento do projeto.

4.3 ETAPA 3: OBTENGCAO E TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Objetivo da etapa:

Realizar o tratamento dos animais para a obtengdo dos ovarios a fim de

serem analisados posteriormente.
Desenvolvimento:

Para iniciar os experimentos que seriam realizados, primeiro era necessario
realizar a coleta do material que seria utilizado. No caso do projeto em questao seria
o ovario de ratas nao expostas a nicotina (grupo sham) e ratas expostas a nicotina
(grupo nicotina). Para isso, 20 ratas foram divididas igualmente entre ambos os
grupos e foram tratadas de forma adequada para a obtencdo das fémeas

descendentes e consequentemente, foi realizada a coleta dos ovarios das mesmas
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Para a obtenc&o dos animais, o projeto em questdo foi submetido a analise
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo
(CEP/UNIFESP) — Comissdo de FEtica no uso de animais (CEUA), sendo
considerado aprovado (N° 9565270923).

4.3.1 OBTENGCAO DOS ANIMAIS

Foram utilizadas as proles obtidas de acasalamentos de 20 ratas albinas
primiparas (Rattus norvegicus albinus), pertencentes a linhagem Wistar, com 10
ratos pertencentes a mesma linhagem, todos provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME) da
UNIFESP. Somente foram utilizados animais com caracteristicas aparentemente
normais e saudaveis, com peso entre 220-260g (fémeas) e 250-300g (machos). Os
animais mantidos no Biotério da Disciplina de Biologia do
Desenvolvimento/Departamento de Morfologia e Genética/UNIFESP, acondicionados
em caixas de polietiieno medindo 40x30x15 cm, sob maravalha, com agua e ragao
ad libitum, em condicdes padronizadas de temperatura (22°-23° C), higiene,

alimentagao e luminosidade (12 horas de luminosidade e 12 horas de escuridao).

As ratas foram divididas em dois grupos, de acordo com o tratamento a que
foram submetidas: 10 ratas receberam um implante (bomba osmética) contendo
2mg/Kg/dia de nicotina dissolvida em agua bacteriostatica (Grupo N), as quais
permaneceram com o implante durante toda a gestacdo e amamentacdo; 10 ratas
foram utilizadas como controle “Sham” e receberam implante sem nicotina (Grupo
S), ou seja, 0 mesmo possuiu apenas agua bacteriostatica, conforme descrito a

sequir.
4.3.2 ACASALAMENTO E ADMINISTRACAO DA DROGA

Apds uma semana de acompanhamento do ciclo estral (cerca de 2 ciclos), as
ratas em fase receptiva (final de proestro) foram submetidas a acasalamento ao
escurecer (apods 18h), com machos da mesma linhagem, na proporgdo de um macho
para duas fémeas. No inicio da manha seguinte (até 8h), foram obtidos esfregacos
de células do epitélio vaginal para a detecgédo da presenca de espermatozoides. O
dia em que o teste se apresentou positivo (presenca de espermatozoides no

esfregaco), foi considerado o primeiro dia (dia 1) do desenvolvimento embrionario
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(68). Neste mesmo dia, as fémeas foram submetidas a anestesia para implante
subcutaneo de uma mini-bomba osmética (minipump, modelo 2ML4 da Alzet®). Este
€ 0 método mais comum para exposi¢ao crénica a nicotina (mini-bomba osmoética

subcutanea), pois libera, diariamente, uma taxa constante de nicotina (69).

Desta forma, a mini-bomba foi implantada subcutaneamente, na regidao do
dorso, através de uma incisao cirurgica, em condi¢cdes estéreis, apds tricotomia na
area de implante. Cada mini-bomba possui capacidade para 2 ml (2000 ul) de
solucao; este volume é liberado continuamente na taxa de 2,5 pul/h, ao longo de 28
dias, conforme calibragdo e especificagdo do fabricante (Alzet®). Com base na
literatura, cada fémea prenhe foi tratada cronicamente durante a gestagao e durante
a lactagdo com a dose de 2 mg/Kg/dia de nicotina que, em ratos, corresponde ao

consumo humano diario de 20 cigarros (70).

Portanto, cada mini-bomba foi abastecida com a dose de nicotina (D)
calculada de acordo com a formula: D = 2 mg de nicotina X peso da rata em Kg X
28 dias. A nicotina (Sigma Chemical®) foi dissolvida em 2 ml de agua bacteriostatica
(Abbott®) e injetada na mini-bomba minutos antes da cirurgia, conforme normas
estabelecidas pelo fabricante. O primeiro implante, realizado no 1° dia gestacional,
garantiu a exposigdo da prole a droga através da placenta, liberando nicotina na
circulagdo materna até o nascimento. Como este modelo de mini-bomba tem
duracédo de 28 dias, no dia seguinte ao nascimento dos filhotes, a mini-bomba foi
substituida por uma nova, utilizando-se 0 mesmo procedimento cirurgico
previamente descrito. No momento da substituicdo da mini-bomba, cada fémea foi
novamente pesada e a dose de 2 mg/kg/dia calculada, de acordo com o peso da
rata. Este segundo implante, através da passagem de nicotina da circulagdo materna
para o leite, garantiu o recebimento de nicotina pela prole até o desmame realizado
no 22° dia pos-natal. Este protocolo ja esta padronizado e vem sendo utilizado em
diversos experimentos realizados em outros projetos da minha orientadora de

iniciacao cientifica (3-5,7-9).

As fémeas que originaram os grupos controle “sham” também receberam o
implante da mini-bomba que, entretanto, foi abastecida apenas com &gua
bacteriostatica, sem a nicotina, que foi liberada da mesma forma que a solugao de

nicotina para os grupos experimentais.
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As ratas prenhes foram monitoradas diariamente. Os sinais clinicos de
toxicidade e de possiveis disturbios gestacionais (reabsorgcao fetal, sangramentos

vaginais, ocorréncia de parto prematuro) também foram monitorados.

4.3.3 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Apods o nascimento dos filhotes, cada gaiola acondicionou a mae e 8 filhotes,
preferencialmente fémeas, de modo a obter-se o maximo possivel de
homogeneidade no peso corporeo da prole ao final da amamentacdo. Apos o
desmame (aos 22 dias pds-parto), as ratas (maes) foram submetidas a eutanasia

com overdose de anestésico (71).

Quando a prole atingiu a idade de 90 dias, as ratas foram pesadas e
avaliadas quanto aos aspectos clinicos de saude (pelagem, coloragdo dos olhos,
comportamento) e quanto a regularidade do ciclo estral, por meio da coleta diaria de
esfregacos da citologia vaginal, por 10 dias consecutivos (correspondente a 2 ciclos
estrais). Somente as fémeas com pesos considerados normais (acima de 220g) e
saudaveis foram analisadas. Para os experimentos, 1 fémea de cada ninhada foi
avaliada, de acordo com o grupo de tratamento materno: prole exposta a nicotina (N,

n = 10 fémeas) e prole ndo exposta a nicotina (S, n = 10 fémeas).

Apds os 10 dias de coleta de citologia vaginal (por volta de 100 dpp), as ratas
foram submetidas a eutanasia para coleta de sangue (para demais analises) e dos

oVvarios.
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Consideracgoes e reflexdes da etapa:

Essa etapa foi a primeira que exigiu habilidade para a realizagéo das técnicas
laboratoriais. Ela envolveu todo o processo do manejo de animais a fim de coletar as
amostras que foram analisadas ao longo do projeto, o qual foi devidamente
autorizado pelo CEUA. Para tal, foi essencial eu realizar um curso de extensao
oferecido pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), onde foi possivel retomar

conceitos basicos vistos em sala aula e estudar mais sobre o tema.

Realizar o manejo de animais me exigiu elevada precisao e agilidade por se
tratar de animais vivos e conscientes. Foi imprescindivel saber como realizar a
contencdo e manipulacdo adequada para a reducdo de danos e coleta de
informacdes, como a identificagdo do ciclo estral. Ao realizar implante contendo
nicotina/agua bacteriostatica e posteriormente a eutanasia, me demandou
minuciosidade ao manipular o organismo animal, a fim de minimizar a dor e

possiveis interferéncias aos resultados experimentais.

Desse modo, adotei todas as precaugdes necessarias com 0s animais
envolvidos: busquei utilizar uma quantidade reduzida de ratas, utilizando-se
alternativas para reduzir a dor e sofrimento causados, possuindo como principio a
bioética e os 3 R’s envolvidos no bioterismo, os quais sao reducio, refinamento e

substituicao.

4.4 ETAPA 4: FIXACAO, PROCESSAMENTO E PREPARO DE AMOSTRAS
Objetivo da etapa:

Preparar as amostras adequadamente para as técnicas realizadas

posteriormente no projeto.
Desenvolvimento:

Esta etapa ocorreu logo apds a coleta do material biolégico do animal, ou
seja, os ovarios. Assim que foram coletados, parte deles foram submersos em
liquido de Bouin, segundo protocolo recomendado pelo fabricante (72), o qual
promove diversos beneficios ao material como: o cessamento das reagodes
bioquimicas, o que permite a preservagao das estruturas celulares e teciduais,

incluindo proteinas soluveis e estruturais, como também previne a autdlise e o
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deslocamento dos constituintes celulares, incluindo antigenos e enzimas, levando a
preservagao da antigenicidade e dos componentes teciduais (60). Os demais ovarios
sofreram o processo de congelamento rapido com o mesmo objetivo de preservar o
material bioldgico e permitir a realizagdo de um homogeneizado para a obtencéo de

amostra de proteinas posteriormente.

441 FIXACAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS PARA ANALISE
HISTOLOGICA

Metade dos ovarios obtidos foram destinados a fixagdo em liquido de Bouin e
antes de serem imersos, tiveram os excessos de gordura e tecido conjuntivo
retirados de sua superficie e foi realizada lavagem em solugao salina tamponada
com fosfato (PBS) para a remoc¢ao do excesso de sangue da estrutura. Desse modo,
as amostras estavam preparadas para serem submersas no liquido, onde ficaram
por no maximo 24 horas, finalizando o processo de fixacdo. Essa técnica foi
registrada pela primeira vez na década de 50 (73) e ao longo dos anos continuou

sendo muito utilizada para a realizagcao de laminas histolégicas (3,74-76).

Posteriormente, esses ovarios foram submetidos ao processo de hidratagao
para inclusdo em parafina. Para isso, esse material passou por uma bateria
gradativa de alcool etilico, sendo submerso por 30 minutos em cada uma, com
concentragdes de 70%, 90% e 100% respectivamente. Como o nome do processo
diz, o alcool realiza a retirada de agua existente no material e 0 mesmo € necessario
pois a parafina é hidrofobica e o material precisa estar viavel para ser incluido na

mesma para que sejam obtidos cortes histolégicos de boa qualidade.

Apos a desidratacao ocorre a diafanizagao, a qual consiste na submersao do
material em um solvente intermediario entre a etapa do alcool e da inclusdo parafina.
O solvente utilizado neste cenario é o xilol, foram realizadas duas baterias do
mesmo em duas concentragdes gradativas por 30 minutos, o que deixou 0s ovarios
mais translucidos e retirou a caracteristica amarelada causada pelo acido picrico

presente no liquido de Bouin.

Desse modo, o material estava preparado para a impregnagao em parafina
que consiste na submersao do material em uma bateria de parafina liquida a 60 °C
em uma estufa histologica. Os ovarios foram submersos em parafinas com trés

concentragdes gradativas por 30 minutos cada.
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Por fim, eles estavam prontos para serem incluidos em blocos de parafina.
Para isso, em um molde metalico com o tamanho adequado para os ovarios, foi
adicionada a parafina e os 6rgdos foram devidamente posicionados para que
posteriormente a realizagcdo dos cortes no microtomo obtivesse as segdes
desejadas. Apds o endurecimento da parafina, foi realizado o desmolde e assim o

bloco estava pronto para a etapa de microtomia.
4.4.2 PREPARO DE AMOSTRAS PARA WESTERN-BLOTTING

A outra metade de ovarios obtidos pds eutanasia, também tiveram os
excessos de gordura e tecido conjuntivo retirados de sua superficie e foi realizada
lavagem em PBS para a remogao do excesso de sangue da estrutura. Os ovarios
processados, foram armazenados na geladeira a -80°C até sua utilizacdo para
realizar o Western-Blotting. A descrigcdo da realizacdo dessa etapa é realizada por
diversas pesquisas (77,78), porém ela pode sofrer pequenas modificacbes de

protocolo para que se enquadre no contexto de cada uma.

Essa técnica para o armazenamento e preparo de amostra, tem como
principal objetivo cessar as reagdes bioquimicas e por outro lado, n&do possui como
prioridade preservar a estrutura do material bioldgico. Isso se deve ao fato de que
esse preparo foi utilizado para a realizacdo de Western-Blotting, onde seria somente
necessario a extracao de proteinas através da realizagcdo de um homogeneizado da
amostra, portanto ndo foi necessaria a estrutura do érgéo para a realizagao e analise

dessa técnica.

Apds o congelamento, as amostras foram homogeneizadas em microtubos
contendo beads, coquetel de inibidores de proteases livre de acido tilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e inibidores de proteinas-quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK; Roche Applied Science, Mannheim, Germany), diluidos em 1000ul de
solugéo de tampéao lise (Tris-HCI 50mM, NaCl 150 mM) e 1% de PBS, pH 7,4. Apds
a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C, por 10
minutos. A concentracdo de proteinas presente nos sobrenadantes foi determinada

utilizando o sistema Qubit (Quanti-iT Protein. Assay Kit, Invitrogen).

Para a realizagdo do WB, as amostras (sobrenadante) foram diluidas em
tampao Laemmli (Bio-Rad Laboratories, USA) na proporcdo 1:1 e as proteinas

desnaturadas em banho seco a 100°C, por 5 minutos.
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Consideracgoes e reflexdes da etapa:

No momento que as amostras foram coletadas pos a eutanasia dos animais,
elas ainda passariam por reagdes bioquimicas e poderiam entrar no processo de
decomposicdo. Para prevenir que isso ocorresse e preservar os ovarios coletados, a
fixacdo, o processamento e preparo das mesmas deve ser realizado para que eles

se mantenham inalterados para a realizagcao das técnicas.

Tive a oportunidade de compreender a importancia da preservacdo do
material estudado e entender como ela € realizada. Apesar de ter considerado uma
etapa simples de realizar, observei que possui grande importédncia e que a
preservacao foi um fator critico para a realizagao dos experimentos e dos resultados
obtidos. Poucas amostras foram mal preparadas, mas aquelas que tiveram alguma
intercorréncia no processo, pude notar uma maior dificuldade na realizagdo das

técnicas e obtengao dos resultados.

Além disso, o preparo de amostras para cada técnica também é essencial
pois cada uma delas necessita da amostra em diferentes formas para serem
realizadas. Por exemplo, na Imuno-histoquimica é preciso preservar toda a estrutura
fisica do material para a analise histoldgica, e por outro lado, para a técnica de
Western-Blotting € necessario extrair a maior quantidade possivel de proteinas dos
ovarios para quantifica-las, sendo necessario destruir sua estrutura para isso.
Através do preparo dos ovarios, observei que cada técnica possui sua exigéncia e

complexidade para a realizagao.

4.5 ETAPA 5: TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA
Objetivo da etapa:

Realizacdo da técnica de Imuno-histoquimica, a fim de identificar os

antigenos desejados para possibilitar a analise em microscopio.
Desenvolvimento:

Para realizar a imuno-histoquimica, em um micrétomo foram realizadas
secgdes histologicas transversais de ovario, com 4,5um de espessura, as quais

foram dispostas em duplas nas laminas de vidro silanizadas, tomando-se o cuidado
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de n&o inserir cortes sequenciais numa mesma lamina (minimo de 35 um de

espacamento entre um corte e outro) (79).

Os cortes foram, entdo, desparafinizados e re-hidratados em solugbes
decrescentes de alcool etilico. Para marcagao imuno-histoquimica dos oocitos por
anticorpo especifico (MVH), os cortes histologicos foram submetidos a recuperagao
antigénica com tampao citrato (pH 6,0) aquecido em micro-ondas por 14 minutos. A
fixagcdo e o processamento realizados anteriormente, modificam as estruturas das
proteinas presentes no tecido, o que pode tornar antigenos indetectaveis por
anticorpos especificos, sendo assim, o procedimentos de recuperag¢ao de antigeno e

reverteu as alteragdes produzidas pela fixagcao (80).

Em amostras ricas em sangue como 0s ovarios, € necessario realizar o
bloqueio da peroxidase enddgena, essa etapa evitou a formacédo de marcacao de
fundo que poderia ser gerada devido a atividade enzimatica naturalmente presente
em hemacias (pseudoperoxidase) e granulécitos (mieloperoxidase), os quais
poderiam reagir com o cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB) e produzir uma

marcagao marrom inespecifica (81,82).

Para isso, os cortes foram lavados em solug&o salina tamponada com fosfato
(PBS, pH 7,4) e foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena (EnVision Flex
Peroxidase-Blocking Reagent; DAKO-SM801) por 20 minutos. Apds lavados, os
cortes foram submetidos ao bloqueio de ligagdes inespecificas com albumina de
soro bovino (BSA 5%) por 10 minutos (8). A seguir, o material foi incubado com
anticorpo primario (MVH), por 1 hora em camara umida, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo

secundario junto a uma enzima (EnVision Flex/HRP; DAKO-SM802) por 20 minutos.

Apés a lavagem em PBS, foi realizada revelagdo da reagéo
imuno-histoquimica pelo cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (EnVision FLEX DAB+
Chromogen; DM827) que gera uma coloragdo marrom-dourada ao reagir com a
enzima HRP, e para a contra-coloragao foi utilizada a Hematoxilina de Harris. Em
sequéncia, as laminas foram montadas com laminula para analise em microscopio
de luz (8).

Citagcoes da bibliografia e ferramentas utilizadas:
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8. Francisco CM, Fischer LW, Vendramini V, de Oliva SU, Paccola CC, Miraglia
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during the intrauterine phase and breastfeeding. Andrology [Internet]. 2022
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communication. Theranostics [Internet]. 2022 Jan 1;12(2):782-95. Available from:
http://dx.doi.org/10.7150/thno.67167
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[Internet]. 2002nd ed. New York, NY: Kluwer Academic/Plenum; 2002. 355 p.
Available from: http://dx.doi.org/10.1007/b112626
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2011 Mar;64(3):220-5. Available from: http://dx.doi.org/10.1136/jcp.2010.085258

82. Elias JM. Immunohistopathology: a practical approach to diagnosis [Internet].
2nd ed. Elias JM, editor. Chicago, IL: ASCP Press; 1 online resource (xvi, 589 pages

illustrations). Available from: https://archive.org/details/immunohistopatho02edelia
Consideracgoes e reflexdes da etapa:

A imunohistoquimica € uma técnica amplamente utilizada no ambito da
pesquisa cientifica, ela permite a identificagdo e a localizagdo de antigenos
especificos em materiais biolégicos, possibilitando a visualizagao de sua distribuicao

espacial em um corte histolégico do material.

A execucao desta técnica me exigiu elevado grau de atencdo, uma vez que
envolve multiplas etapas e a utilizagado de diversos reagentes e protocolos. Assim, foi
fundamental manter constante vigilancia e planejamento, antecipando as acgdes
subsequentes a cada procedimento realizado. Ademais, a imunohistoquimica
demanda um tempo consideravel de execug¢do, o que exigiu de mim uma rigorosa

organizacgao da rotina e dos horarios disponiveis.
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A oportunidade de aprender e aplicar a técnica de imunohistoquimica durante
a iniciacado cientifica foi um diferencial relevante para a minha formag¢ao académica
como futura biomédica. Essa experiéncia me proporcionou ndo apenas o dominio
pratico do método, mas também a capacidade de compreender suas etapas,
interpretar seus resultados e analisar criticamente suas reagdes, consolidando uma

formacgéao técnica e cientifica mais sodlida.

4.6 ETAPA 6: TECNICA DE WESTERN-BLOTTING

Objetivo da etapa:

Realizagdo da técnica de Western-Blotting, a fim de quantificar e analisar as

proteinas desejadas.
Desenvolvimento:

A técnica de Western-Blotting € extremamente comum na area da pesquisa,
sendo utilizada por diversos de modo similar ao descrito a seguir (65,77,78). E
utilizada para analisar quantitativamente as proteinas extraidas de determinado
material, a partir de sua transferéncia para uma membrana, na qual é possivel
realizar uma estimativa da presenca e quantidade relativa, sendo possivel avaliar

modificagdes como degradacao ou modificagées das proteinas alvo (83).

As amostras (padronizadas em 30 ug de proteinas) e o marcador de peso
molecular (Bio-Rad Life Science, USA) foram separadas em gel SDS-PAGE (dodecil
sulfato de sddio — gel de poliacrilamida a 10% e 12%) e, posteriormente, transferidas
para membrana de nitrocelulose ECL Hybond. Para verificar a eficacia da
transferéncia das proteinas, as membranas foram coradas com Ponceau-S 0,1% em

acido acético 5% (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

Posteriormente, as membranas serdo incubadas por 1 hora em solugédo de
PBS com BSA 5%. Para detecgdo das proteinas foram utilizados os anticorpos
primarios especificos para as proteinas que eram procuradas, além de anti-§ actina,
como controle endégeno (Sigma-Aldrich) diluidos em PBS e incubados overnight a
4°C.
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ApoOs trés lavagens por 5 minutos em Wash Buffer, as membranas foram
incubadas a temperatura ambiente, por 2 horas, com o anticorpo secundario
especifico conjugado a peroxidase, lavadas trés vezes em Wash Buffer por 5
minutos e, reveladas por amplificagdo quimioluminescente (Clarity Western ECL

Substrate; Bio-Rad) no equipamento GeneGenome5 (SynGene, Cambridge, U.K.).
Citacoes da bibliografia e ferramentas utilizadas:
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Consideragoes e reflexées da etapa:

A realizagdo do Western-Blotting foi um dos momentos da minha iniciagao
cientifica em que tive a oportunidade de praticar mais uma técnica laboratorial e
expandir meus conhecimentos acerca da area da pesquisa. O principal objetivo
dessa etapa era quantificar e analisar as proteinas de interesse, e, para isso,

precisei seguir rigorosamente cada etapa do protocolo estabelecido.

Durante o preparo das amostras, pude perceber o quanto a atencdo aos
detalhes técnicos, como a concentragdo dos geéis e a correta aplicagdo das
amostras, impactou diretamente na qualidade dos resultados. As incubacdes

overnight, foram um lembrete da necessidade de planejamento da minha rotina e
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respeito ao tempo de cada etapa, reforcando que a pesquisa cientifica demanda nao

apenas habilidade técnica, mas também disciplina e comprometimento.

Percebi o quanto o Western-Blotting € uma técnica sensivel e minuciosa,
aprendi que a preparagao cuidadosa, a padronizagdo dos procedimentos e a
validacdo de cada etapa sado fundamentais para gerar dados confiaveis e
reprodutiveis. Sinto que a realizagao dela consolidou ainda mais meu entendimento
sobre a relacdo a parte pratica da pesquisa, e fortaleceu minha autonomia e

seguranga no ambiente laboratorial.

4.7 ETAPA 7: ANALISE DE RESULTADOS

Objetivo da etapa:

Analisar qualitativamente e quantificadamente os resultados apés as técnicas

realizadas.
Desenvolvimento:

Para cada técnica realizada, foi feita uma analise especifica sobre cada um
dos resultados obtidos. Cada uma delas possui diferentes formas de resultados e
por isso, necessidades diferentes para chegar as conclusdes e formar um raciocinio
critico para a discussao e conclusao do projeto. A forma de analise dos resultados
realizada e os meios escolhidos para realiza-la, sdo conhecidos de pesquisas
cientificas anteriores realizadas nos laboratérios de Disciplina da Biologia do

Desenvolvimento da Unifesp (3-5,7-9)
4.7.1 ANALISE DOS RESULTADOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para obtencdo das densidades das marcagdes foliculares por
imuno-histoquimica, foi utilizado o Sistema de Analise de Imagem computadorizado
(Leica LAS, Cambridge/UK), acoplado a um microscopio Olympus Bx50. Para
analise da densidade numérica (Dn) de odcitos foram contadas todas as células com
perfis nucleares evidentes, cuja marcagéao foi evidenciada pela cor castanho-dourada
dentro da area folicular delimitada. Apdés o rastreamento e analise do corte
histologico completo, o calculo da densidade numérica (DN) de células marcadas foi

obtido pela divisdo do numero total de células marcadas pela area total de foliculo
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analisado. O numero de células foi, entdo, expresso em micrometros quadrados

(mm2): [DN = No total de células marcadas / area total de foliculo analisado].
4.7.2 ANALISE DOS RESULTADOS DE WESTERN-BLOTTING

Apo6s as membranas serem reveladas por amplificacdo quimioluminescente,
foram formadas imagens, as quais foram salvas no computador. Desse modo, as
imagens foram utilizadas para realizar a quantificagdo das proteinas por
densitometria (unidades arbitrarias) usando o software livre Imaged para determinar
a expresséao relativa de cada proteina avaliada em relagdo ao controle endégeno

B-actina.
4.7.3 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos resultados, foi utilizado o programa estatistico SigmaPlot,
versdo 12.0, com finalidade de comparar 0s grupos expostos e nao expostos a
nicotina. Os valores dos resultados que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidos a analise paramétrica, por meio do teste “t de Student”. Por outro lado,
os valores dos resultados que nao apresentaram distribuicdo normal e similaridade
de variancia, detectadas pelo programa estatistico, foram submetidos ao teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney. As diferencas serdo consideradas significantes

quando p < 0,05.
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7. Paccola CC, Souza GS, Freitas IMM, Souza JC, Martins LL, Vendramini V, et
al. Does maternal exposure to nicotine affect the oocyte quality and reproductive
capacity in adult offspring? Toxicol Appl Pharmacol [Internet]. 2021 Sep
1;426(115638):115638. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2021.115638
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Consideragoes e reflexdes da etapa:

A etapa de analise qualitativa e quantitativa dos resultados representou para
mim um momento crucial na construcdo do pensamento critico e cientifico do
projeto. A partir dos dados obtidos das técnicas distintas e da subsequente analise
estatistica, pude desenvolver uma compreensdo mais profunda nao apenas dos
resultados isolados, mas também relaciona-los entre os diferentes grupos (controle e

nicotina).

Durante a analise dos resultados de Imuno-histoquimica, exigiu de mim
atengao redobrada aos detalhes e rigor metodoldgico. A necessidade de identificar
as marcacgoes especificas dos foliculos e calcular as densidades numéricas reforcou
a importancia da interpretagdo adequada da histologia especifica do tecido ovariano.
Esse processo fortaleceu minhas competéncias na padronizagdo de critérios de
contagem e no controle de variaveis experimentais, aspectos fundamentais para a

validacao dos resultados obtidos.

Na andlise dos dados provenientes do Western-Blotting, a experiéncia de
trabalhar utilizando o software ImageJ através da densitometria, no qual pude

realizar a quantificacao relativa das proteinas, normalizando-as em relagao ao
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controle interno (B-actina), ressaltou para mim a importancia da analise comparativa

para a interpretacao dos dados.

A etapa de andlise estatistica também foi decisiva para validar os achados
experimentais, ela permitiu que eu consolidasse minha capacidade de interpretar
resultados de forma critica. Ela me permitiu que eu analisasse quantitativamente
todos os resultados obtidos, sendo possivel realizar comparagdes entre os grupos

de animais e correlacionar os diferentes experimentos realizados.

Assim, a analise dos resultados ndao se limitou apenas a obtencido de
numeros ou imagens. Para mim, este processo foi um importante exercicio de
formacgao cientifica que reforgcou a importancia do olhar analitico e questionador,

indispensavel para um pesquisador.

4.8 ETAPA 8: APRESENTACAO EM CONGRESSO E FINALIZAGAO DA BOLSA

Objetivo da etapa:

Apresentar o desenvolvimento do projeto e entregar os documentos de

finalizacdo de bolsa de iniciacio cientifica FAPESP.
Desenvolvimento:

Apos finalizacao de toda a trajetéria do projeto, desde as primeiras pesquisas
até a obtencdo da analise dos resultados, tive a oportunidade de apresenta-lo no
Congresso Académico da Unifesp 2024. Para realizar a apresentagao, encaminhei o

projeto para a comissao do evento e obtive a aprovagéao dela.

Posteriormente, montei a apresentagdo no formato Power-Point e fiz sua
divisdo conforme o modelo do projeto encaminhado para a FAPESP (10). A
montagem da mesma, consistiu principalmente na utilizagdo de esquemas
ilustrativos e mapas mentais com frases impactantes que geraram cativagao da

bancada e do publico.

Além disso, devido a finalizacdo da bolsa apds 12 meses, foi necessario
realizar um relatério cientifico final, o qual consta uma folha de rosto, resumo do

projeto, realizagcbes no periodo, participacdo em eventos cientificos, lista de
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publicacdes resultantes da bolsa e lista dos trabalhos preparados ou submetidos

ainda nédo publicados (84).

Acompanhando esse relatério, a minha orientadora encaminhou uma revisao
com comentarios em relagdo ao relatério e ao meu desempenho na iniciagao
cientifica, através do “Formulario de Acompanhamento de Atividades de Bolsistas de
IC”. Juntamente, também foi necessario anexar o formulario “Justificativas de
Aplicagdo dos Recursos da Reserva Técnica de Bolsas”, o qual justificou as

despesas realizadas com recursos da reserva técnica da bolsa (12).
Citagoes da bibliografia e ferramentas utilizadas:

10. FAPESP. Projeto de Pesquisa [Internet]. [cited 2025 Apr 26]. Available from:
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12. FAPESP. Bolsa de Iniciagao Cientifica [Internet]. [cited 2025 Apr 26]. Available
from: https://fapesp.br/bolsas/ic

84. FAPESP. Formato para os Relatdrios Cientificos anuais e final - Bolsas no
Pais [Internet]. [cited 2025 Apr 28]. Available from:
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Consideracgoes e reflexdes da etapa:

Durante a apresentacao do projeto, tive a oportunidade de aprimorar minha
criatividade na elaboragdo dos slides e selecionei a forma mais adequada de
comunicacado. Entendi que, para captar e manter a atencdo da audiéncia, a
utilizacdo de imagens ilustrativas que complementam a apresentagdo oral foi
fundamental, enriquecendo a mensagem transmitida de maneira mais didatica e

envolvente.

Para a confeccdo do relatorio final e o preenchimento dos formularios
exigidos, foi necessaria uma organizagdo rigorosa da minha agenda, a fim de
atender os prazos estabelecidos. Esse contexto demandou uma reestruturagéo da
minha rotina, que permitisse a conclusdo das ultimas atividades da iniciacao
cientifica, bem como a elaboracdo adequada de toda a documentagcdo de

finalizacao.
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Nesse processo, tive a oportunidade de revisar e consolidar os
conhecimentos e as experiéncias adquiridas ao longo de todo o periodo de iniciagao
cientifica, revisitando conceitos tedricos e praticas experimentais realizados. Assim,
considero que esse momento final contribuiu significativamente para a fixacdo do
aprendizado e das competéncias desenvolvidas, o que sera levado para além do

meu periodo de graduagao em Biomedicina.

5. CONCLUSAO

Realizar a iniciagao cientifica foi uma experiéncia que foi um diferencial e
complementou minha formagédo na Biomedicina. Quando tive os primeiros contatos
com a embriologia ainda na graduagao, e posteriormente iniciei a busca por
aprofundamento no conteudo e por praticas na area de interesse, me proporcionou
novos conhecimentos e reforgou meu desejo de atuar nessa area. O interesse pela
biologia do desenvolvimento surgiu em sala de aula, mas foi além dela ao me

oferecer uma rotina regrada e de constancia no aprendizado.

A linha de pesquisa do projeto chamou minha atengcdo ndao apenas pela
relevancia cientifica, mas pelo impacto social do tema. O tabagismo entre gestantes,
continua sendo um desafio de saude publica. Dessa forma, € extremamente
relevante entender como substancias envolvidas, como a nicotina, interferem no
funcionamento do sistema reprodutor feminino, sendo possivel contribuir para o

estimulo de estratégias para a prevengao e cuidado com a saude.

O desenvolvimento da pesquisa exigiu inicialmente uma imersao tedrica, a
revisdo bibliografica foi essencial para que eu compreendesse 0s mecanismos
biolégicos envolvidos e as técnicas que foram utilizadas. Assim, formei um raciocinio

cientifico e uma linha de pesquisa e a estrutura textual para o projeto.

Ja na fase experimental, tive meu primeiro contato com o manejo de
animais. O respeito aos principios bioéticos e ao bem-estar animal foi prioridade em
todo o processo. Essa etapa exigiu técnica e minuciosidade por se tratar de modelos
vivos, 0 que me demandou muito cuidado, responsabilidade e precisdo. Apds coletar
0s ovarios, iniciei a preparacao das amostras para as duas principais técnicas do

estudo: imunohistoquimica e Western-Blotting. Em ambas, percebi o quanto a
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fixacdo, processamento e preparo adequados interferem diretamente na qualidade

dos resultados.

Na Imuno-histoquimica, o desafio se deu pela quantidade de etapas
envolvidas e pela necessidade de cuidado com os tempos adequados de cada uma
delas. Desde o momento da fixacdo e processamento do material, incluindo o
manuseio dos anticorpos e componentes de pesquisa e até o momento da analise
histolégica, exigiram atencdo constante. Ver o resultado final das laminas no
microscépio foi um dos momentos mais gratificantes do trabalho, pois nesse
momento tive a possibilidade de observar visualmente as respostas bioldgicas que
eu buscava. Essa técnica, além de completar meus conhecimentos no laboratério,

me demandou uma organizagao da rotina pessoal e profissional.

Realizando a técnica de Western-Blotting, também necessitei de
organizagédo de dias para a execugao cuidadosa, o que me leva a perceber que as
técnicas realizadas em laboratorio podem ser diferentemente executadas, porém
todas necessitam de atencdo e tempo para serem bem executadas. Todo o
processo, desde o preparo das amostras até a revelagao por quimioluminescéncia

exigiram técnica, paciéncia e planejamento.

A analise dos resultados foi o momento em que as técnicas realizadas se
conectaram. Foi necessario reunir o conhecimento obtido nos artigos cientificos, as
observacbes feitas ao longo das técnicas e os dados extraidos das analises em
microscopia e do equipamento de quimioluminescéncia. Com isso, pude construir
uma discussao critica, relacionando o que foi observado com os efeitos da nicotina

no funcionamento ovariano.

Como o projeto de pesquisa que foi submetido a FAPESP, foi necessario
respeitar todas as normas e exigéncias da instituicdo, incluindo o momento da
submissdo da bolsa, o seu periodo de duracdo e finalizacdo. Esse processo
burocratico, me proporcionou uma vivéncia real das exigéncias de uma pesquisa

cientifica financiada.

Encerrar minha iniciagao cientifica com a apresentacdo dos resultados em
um congresso, me permitiu aprender a compartilhar o que aprendi e ouvir
contribuicdes de outros pesquisadores. Este processo me ofereceu mais

conhecimento, maturidade cientifica, senso de responsabilidade e consciéncia sobre
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o papel do biomédico na area da pesquisa e na Biologia do Desenvolvimento. Ao

experienciar todo o processo de iniciacao cientifica, o meu interesse pela pesquisa

cientifica aumentou e fortaleceu em mim a crenca de que o conhecimento é uma

ferramenta de transformacao.
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