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BMC-0132 Embriologia Molecular

Informagéao sobre o curso
Prof. Coordernadora: Irene Yan, ICB-I, sala 407, Tel: 3091-7742

Pré-requisitos: BIO 0211
BIO 0204

Objetivos: Este curso visa prover ao estudante uma visao geral de
embriologia e suas técnicas afins para melhor compreender as implicagdes das
descobertas nesta area. Desta forma, este curso foi formulado com uma énfase
em manipulagcdes experimentais. Os topicos incluem: conceitos basicos de
embriologia molecular e morfogénese; fertilizacéo, clivagem e sua coordenacéao
com o ciclo celular; gastrulacéo; vias de sinalizacdo da gastrulacéo;
estabelecimento dos eixos embrionarios; organogénese; e o papel da
embriologia comparada no estudo da evolucdo das espécies.

Avaliacao

Média final = (soma das notas das 3 provas teéricas) + (projeto experimental)
4
¢+ As provas tedricas terdo duracdo de 120 minutos e serdo dissertativas.
< A avaliacédo do projeto experimental sera feita de duas formas: a proposta
escrita e a apresentacao oral  no final do curso.
++ A proposta escrita do projeto experimental deve incluir:

o Introducédo , onde serdo descritos 0s_objetivos do projeto, a
hipétese a ser comprovada, e uma breve explicacédo do
contexto e significancia do projeto.

0 Metodologia , onde deve ser descrito em detalhe o
procedimento experimental

0 Resultados esperados e discussao

Maximo 20 paginas datilografadas em espaco duplo

« A apresentacao oral do projeto ao final do curso devera incluir breve
introducdo da problematica, hipétese formulada e os experimentos propostos
para comprovacao da hipétese . A avaliagdo sera feita baseada na clareza
da apresentacdo, ha compreensao do significado da problemética e da logica
utilizada nos experimentos.

+ Website com sugestdes para 0s projetos:

http://www.swarthmore.edu/NatSci/sqilberl/DB lab/Chick/chick adv.html




Bibliografia basica |

Gilbert, S.F. Biologia do Desenvolvimento, ed. SBG- Ribeirdo Preto, 578p,
1994

Carlson,B Embriologia Humana e Biologia do Desenvolvimento, ed. Guanabara
Koogan 408p, 1998 ISBN 8527703629

Wolpert, L, Beddington, R Principios de Biologia do Desenvolvimento, ed.
Artmed, 484 p, 2000 ISBN 8573076496

Gilbert, S.F. Developmental Biology 8% Edicdo ed. MacMillan, 750 p., 2000
ISBN 0878932437

Gilbert S.F e Raunio A.M. , (Editores) Embryology, Constructing the Organism,
Sinauer Associates, Inc,1997 ISBN 0-87893-237-2

Cruz, Y.P Laboratory Exercises in Developmental Biology Academic Press, Inc.
1993 ISBN 0-12-198390-0-4

Schoenwolf G.C. Laboratory Studies of Vertebrate and Invertebrate
Embryos, (8% Edi¢&o) Prentice Hall, 2000 ISBN 0-13-857434-0

Material de laboratério

O aluno deve providenciar:
% 2 pingas de relojoeiro tamanho 5
% 1 tesoura de manicure
% Roteiro de aulas praticas
O roteiro de aulas préaticas é INDISPENSAVEL para o acompanhamento
das mesmas. Este roteiro esté disponivel no Xerox do IB.

E ALTAMENTE RECOMENDAVEL QUE

1. OS ROTEIROS DE AULA PRATICA SEJAM LIDOS ANTES DAS
AULAS.

2. DESENHE O QUE VOCE VE NAS AULAS PARA SUA PROPRIA
REFERENCIA. SUA CAPACIDADE ARTISTICA NAO VAI SER
AVALIADA, MAS O DESENHO AUXILIARIA SEU PROPRIO
APRENDIZADO DAS PRATICAS.



REGRAS A SEREM CUMPRIDAS NAS AULAS PRATICAS

O CUMPRIMENTO DESTAS REGRAS E OBRIGATORIO PARA AS AULAS !!I!

1. SEJA CUIDADOSO COM A INCUBADORA. Todos os ovos devem ser
mantidos na incubadora até vocé estar pronto para utiliza-la. MINIMIZE O
TEMPO DE ABERTURA DA INCUBADORA para manter a temperatura interna o
mais homogénea possivel. Retire um ovo por vez.

2. MELECA E MALOCA NAO!!!  Vocés teréo a sua disposicéo, baldes forrados
com saco pléastico e papel higiénico. Eles est&o ai para que VOCE MANTENHA
A SUA BANCADA, CHAO, TETO ETC LIMPOS!! E imprescindivel que a sala
esteja limpa no final das aulas, caso contrario o curso perde o direito a aulas
praticas.

3. LAVE AS MAOS. Ovos podem ter Salmonella. Lavem as maos depois das
aulas.

DICAS PARA MANIPULAR OS EMBRIOES

1. MANTENHA OS EMBRIOES UMIDOS. Depois de abrir 0 ovo, pingue
algumas gotas de salina no embrido (n&do diretamente em cima) para manté-lo
umido.

2. SEJA O MAIS “LIMPO” POSSIVEL . Para as manipulag¢ées cirdrgicas como
a ablacao do ectoderma Optico, a sobrivivéncia do embrido é diretamente
proporcional a esterilidade do procedimento. Limpe tudo com &lcool 70%, e
limpe o ovo com alcool 70% (sem afoga-lo) antes de abri-lo. Tente nao respirar
no embrido durante a manipulagao.



Pratica 1: Observacdo do Embrido Ex-ovo

Objetivo: Familiarizar com os diferentes estagios do embrido de galinha

- papel filtro: 1lcmx1lcm para estagios até 13 (HH)
1,5cmx1,5cm para embrifes maiores;

- PBS;

- placa de Petri de 35mm

- tesoura de ponta fina;

- lupa com luz transmitida;
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1. Observe o tubo neural e seus derivados, 0os somitos
(note o nimero deles), o sistema cardiovascular
(vide anexo I).
Observe nos estagios mais maduros, o alantoide
Classifique o estagio HH dos embrides de acordo com a tabela
fornecida.
4. Recomenda-se fortemente que se desenhe os diferentes estaqios.

wn

Prética 2 : Observacao in Ovo do Embrido de Galinha

Objetivo: Familiarizar com os diferentes estagios do embrido de galinha e
com a metodologia basica de manipulacao in ovo.

- placa de Petri de 35mm com gaze
- lupa com luz transmitida;

- recipiente para lixo;

-solucéo salina;

-seringa com agulha 18.5G (torta)
-Solucéo de tinta nanquim 10%
-Tabela HH

1) Retire os ovos da incubadora, e posicione os ovos de lado por 2-5 min.
Gire o ovo lentamente 360° para soltar o embrido da casca. Use uma
seringa de 10ml com agulha 18.5G , e fagca um furo na extremidade mais
larga do ovo. Apontando a agulha para a porcao inferior do ovo, retire 2-
3ml de albumina. Este procedimento abaixa o embrido e lhe da mais
espaco para manipulacoes.

2) Utilizando a ponta afiada da tesoura ou da pinca facar um furo na porcao
mediana do ovo, e corte uma janela de 1,5cmX1,5cm. A janela pode ser
oval também. Se quiser, para facilitar o corte, e diminuir as rachaduras
na casca, pode-se colar uma fita adesiva transparente na regiao a ser
cortada antes.

Observe as asTirembranas que envolvem o embrido. Contraste o+
embrido injetando a solugéo de corante (1:10 de tinta nanquim em
solucédo salina estéril) com uma seringa de 3ml com uma agulha curv...
Insira a agulha na area opaca e manipule a agulha de forma que fique
logo abaixo do embrido. A solucéao deve ser injetada logo abaixo do



embrido. Tente minimizar o tamanho do furo nas membranas, para que 0
corante ndo cubra o embrido.

3) Pingue algumas gotas de salina no embrido para que néo seque (e morra
tragicamente) durante sua observacao.

5) Observe as estruturas relevantes (vide anexo) nos diferentes estagios:

1. Artéria e Veia Vitelinica

2. Linha primitiva

@D Dobras neurais e neuréporo ©
4. Calice o6ptico e cristalino

5. Vesicula ética/auditiva

6. Somitos (note 0 numero)
7. Telencéfalo, Diencéfalo e Rombdmeros.

4) Diagnostique o estagio HH pela tabela.

Pratica 3 : Injecao de Cloreto de Litio

O objetivo desta pratica é a familiarizacdo com manipulacdes intra-ovo. Para
isto, vocés injetardo uma solucao de corante no tubo neural. Este
procedimento € utilizado em experimentos farmacolégicos e de
superexpressao por eletroporacao (vide pratica 5)

- placa de Petri de 35mm com gaze

- lupa com luz transmitida;

- recipiente para lixo;

-solucéo salina;

-seringa com agulha 18.5G (torta);

-Solucéo de tinta nanquim 10%;

-Solucao de é&lcool 70% (em tubos de 50ml);
-Microagulha acoplado a mangueira,

-Salina com Fast Green;

-Tabela HH

1) Como esta € uma manipulacdo cujo sucesso requer a sobrevivéncia do
embrido, tente ser o mais estéril possivel:
a. Lave as méos;
b. Limpe o ovo com alcool 70%;
c. Limpe seus instrumentos cirdrgicos com alcool 70%.

2) Utilizando as técnicas de manipulacdo de embrido in ovo, abra o ovo da
forma mais estéril possivel (e.g. ndo respire em cima do ovo). Injete a
tinta Nanquim para contraste.

3) Utilizando a microagulha acoplada a mangueira, injete a solucao salina
com Fast Green nos embrides controle.



4) Pingue umas gotas de salina com antibiotico e sele a abertura do ovo
com uma fita transparente.
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