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TECNICA DE PERTILIZACAQ "IN VITRO" E CULTURA DE EMBRIOES LE
CAMUNDONGO DURANTE A PRE-IMPLANTAGAO

Dlivia Kimiko KIKUCHI e Takeshi YAMADA=®

COMISSA0 NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP
INSTITUTO DE FESQUISAS EHERGETICAS E NUCLEARES
Caixa Postal 1104% - Pinheiros

05423-970 - S58o Paulo,5F - BRASIL

RESUMDO

0 embridc de mamifero consiste em um sSistema no gual
oCcorre uma lntensa proliferagdec celular sendo altamente
radiossensivel e portanto adeguado ao estudo dos efeitos
biolégicos das radlagoes lonlzactes A tecnica de
fertilizagao 'in vitro" e cultura de embrides de camundongo
durante o pericdo de pre-i1mplantagac modificada por Yamada
e cil (1982 para melhorar a =ficiéncia na obtengac de
blastocistos ew mals de 95% e descrita no presente trabalho,
come resultade de estagio realizado na divisaoc de Biclogla

do Naticmal Institute of Radiological Sclences [(NIRS)

* NATIONAL INSTITUTE OF RADIOLOGICAL SCIENCES - HNIR: -
Chibka, Japdo



TECNIQUE OF THE "IN VITRD" FERTILIZATION AND THE CULTURE OF
MOUSE EMDRYOS AT PREIMPLANTATION

Olivia Kimikeo KIKUCHI and Takeshil YAMADA+#

COMISSAD NACIONAL DE ENEREGIA NUCLEAR/SSP
INSTITUTD DE FESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
Calxa Postal 11049 ~ Pinhelros

0542¢-970 - 5ac Paule SF - BRASIL

ABSTRACT

The mantal erbiryo 15 an intensive cellular
proliferating system very radicsepnsitive and therefore
adequate to the =z=tudy of the biclogical effects of 1aonizing
radiation The tecnigque of the "in vitro™ fertilization and
the culture of mouse emnbryos at preimplantation period
modified by Yamada et a] {(1982) to 1mprove the efficlency of

more than 95% of blaztocy=zt formation is dezcribed

+ NATIONAL INSTITUTE OF RADIOLQGICAL SCIENCES - NIRS -
Chiba Japan



INTRODUG A O

os efeitos klologicos das radiagdes lonizantes tem sado
okjeto de pesgqulisa de grande interesse no mundg intelro,
principalmente apos ¢ langamento das bombas atomicas sobre
Hiroshima e Nagasak: & de varios testes nucleares gue
causaranr a morte € danos irreverslvels em seres humanocs € no
mei1d ambiente

g avange da tecnolegla com & crescents utllizagio de
tecnlcas nucleares e a cohbstrucho de reatores nucleares,
apezar deos engrmes beneficics para a hunanidade  tapben
causcu recentemente acldentes graves cgooo o do reator
nuciear de Chernchyl € c¢om a fonte de ces1o0o-1237 em Golania
envolvendo seres humanos inclusive nulheres gravidas No
entantu nilheres no 1nicio da gravidez podem acabar se
exponde a radiagio i1onizante ao se submeterem a algum exame
radiologico por eXenmplo sem ter conhecimento prévioc do seu
estado fisilologico

0 slstemna enbrionaric & canstituida por celulas
proliferativas gue se dividem de forma notavel e controlada
com o objetico de forpar um novo 1ndividuo, ag contrario das
celulas CaEncercsas tjue e dividei e proliferam
desordenadamente até a desirulgao do organlsmg

g desenvalvimentoa eambrionarico de mamiferos copntinug
sendo objeto de estude de grande lnteresse e © anloal de
laboratorio utilizado CoOU  grange sUcesso tem s1do o©
canundange gque normalmente gera wuma ninhada grande de
filhotes por fémea Servindo-se de métodos artificials para
a 1ndugda de super-ovulagdo com 1njegas de horménio e
possivel aumentar o numero de filhotes para mals de vinta
por fémea o gque serla 1nnpossivel se fossen utillizados
primatas por exenplo Masz no <aszo do desenvolvaimento
inicilall de embridc as diferengas ndo s3c nulto grandes

entre os mamiferos



C embridoc e um sistema altagpente radicssenslivel sendo
que = fase mals sensivel a radlagdao i1onizante & a dencominada
pré—nuclear gue no camundongo corresponde a B horas apéds a
fertilizagdo!YAMABA n  sw1 1982 @ Of efeltoes das radiagdes
lonizanates néo variam guando os embrides de camundonge sdo
irradiados '1n vaitre" ou 'in vivg! (TACOURT & ARTHFEFLOC 1RRO0.
mas a manipulaGac in wvitro" apreaenta vantageaos por
permitir estabelacer cop eXatidao o wDomento da 1nseminagac
doz  Sdvylos s lecionar previapente o0s  ovas OQorgals e
posslbilitar o acompanhamento do desenvolvimento embrionario
fora do organismo materno

O cultivo "in wvitro" de emnbrifes de camundongo ven
sende realizade eficientemente erx multos laboratdrios de
pesguisa do muhdo intelro o gue ndo ocorre <om &
fertilizagio '‘1n VvItro" com pasterior ahténqﬁc de uma alta
afici1encia na formagaoc de blastocistos como descrito na
retodologia de Yamada e col A manutengac de gembrides sob
condigdes controladas sem & influédncilia do ocrganismo
materno, & lmportante para d4ue o trabalho de pesguisa possa
ser reproduzivel em gqualguer ocutro laboratédrio & sem gue
haja a suspelta de gue o35 resultados obtidos possam ter
sofride a influénci1a de parametros indesejaveis

A linhagenm do camundongo fémea parece ser uw dos pontos
criticos para o sucesso do experimento mas o hibrido BC3F,
gque apresenta resultados excelentes nac & dificil de ser
obtido Dutreo ponte critice de 1mportancia relevante & a
gualidade da &gua e dos reagentes para o prepare dos melos
de cultura 0Os reagentes com confiabilidade ainda s&c os
inportados e mesmo asasim devemn ser rehovados perlodicamente

A lpprovisagan na panutencis dos enbhrildes 2 no preparo
dos mei1pos de cultura deve ser prontamente descartada pois
o sr12tema & extrepamente sensive]l & depende do sacrificio de
VArios 4&animzis Uma vezr gue a metodologia a ser descrita

neste trabalho j1a esta muito bem estabelecida & recomendawel



gue ela seja seguida a risca For outro lade cultivar
erbrides de camundongo ndc reguer equipamentos especificos e
exclusiveos Oma boa estufa de C0. que mantenha a mesma
temperatura i1nterior e com atmosfera umida as510 CORO um
micrascoplia  1hvertido de contraste de fase £ um  fluxo
laminar sfo equipamentos necessarlos também para muitos
tipos de cultura de células

0 presente trakalho tem como  objefiva  descrever
detalhadamente a técnica de cultive e fertilizagds "in
vitro” de embridfes de camundongs wmodificada por Yamada e
col gque conseguenm uma eflcocléncia de mals de 95% na formagdc
de hlastogcistos 0 ssrabelecieento de uma cultura completa
desde a fertilizagao ‘in vitra' ate a formagac de
blastocisto com elevada eficiéncia & de grande Importancisa
puis segundo esses autores permite uma gquantlficagao preclsa
do dano da radiagac nc periodo nais sensivel do

desenvolvimento dos mamlferos

METODOLOGTIA

ANIMAIS canundonges fémea BC3IF, de 3-4 mesps

camundongos macho ICE de 3-8 meszas

DIA -3 (1l 00 h) 1njegac i1ntra-peritoneal de T 5 I U de

horménie PM5 (Pregnant Mare Serum)

DIA -1 (18 00 h}) 1njegac 1ntra-periioneal de 7 5 I U7 de
hormfénie HCG (Human Chorisnic Gonadotreopin}

Preparagao das microgotas de meig de fertilizagio {TYH)
e de cultura (HMZ80} Oz me1os Ja <on BSA e BDTA sio
filtrados em Millipore € as microgotas sac seneadas em
rlacas de Petrai descartavels (30x10 mm), esterilizadas,

aendo cobertas por rparafina liguida autoclavada As



microgotas sé&o mantidas na estufa de CO0, a 379C para serem

utilizadas no dia seguinte

DIA G ( & 00 h) sacrificic de wum camundongo macho para
coletar o esperma que deve ser 1pediatamente 1merso no meio
TYH. onde permanece por uma hora a 3A7T"C para capacitagao
Sacrificio dos cabundongos fémea para coleta dos dvulos gque
tambén devem ser 1mersos 1gediatamente ho meio TYH e
mantidos a AT7C
DIA {9 00 h) FERTILIZAGAO 'IN VITRQ", pipetando 5 a 10
microlitros de esperma sobre a microgota contendo os dvulos
Afundar a gotinha de esperma que fica flutuando na parafina
liguida torando—-a com a3 ponta de um estilete esterilizado
Retornar a placa d¢ Petrl imediatamente para a eatufa
DIA 0 (12 00h) =selecido dos ovos Ffertilizados, com o
auxilioc de um microcapilar esterilizado e lupa Manter ao
lado da lupa uma placa aguecedora a 37°C

Succaonar os ovos viavels fetalizados e

lava-los soltando-o0s en uma regidc limpa

400 u

(2x200u da microgota de TYH Repetir o processa
duas wvez
Transferir oas ovos para a placa de Peirl

ol 100 ¥ W con 4 nicrogotas de M2B0 Cada

(2xB0uI) microgota corresponde a uma féxaa
doadora dos dvulos Lavar os avos par
duas wvezes
Transferlr todos o3  ovos para uma
microgota da placa de Petr.

{ +}-}-200.. carrespondente ag  Pool com  M28B0
{2x00ul)

Transferir oS oyos para a outra

microgota do Pool



Distribulir puaero lgual de ovos por

microgota das placas com MZAO0
106 )

t2sBom) Ceralmente sd3c colocados 20 ovos por

microgota
Incubar a 37°*C em atmosfera umida contendo 5% de CO,.
durante 4 dias at¢ o0 desenvolvimento dos blastocistos

expandidos

COLETA DE ESPERMA DE CAMONDONGOS ICR

A coleta de esperma ¢ realizada de um macho sadio de 3-
& meses culo sacrificlio dissecgdao e coleta propriamente
dita devem ser realizados o wmals rapidamente possivel,
reglatrando-se a hora O tempo ldeal para esae processs é de

? minutcos para cada epididigo caudal

1 Sacraificar o camundongo por deslocamento cervical

2 OCglacar o animal sobre uma folha de papel toalha con &
abdomex voltado para cima limpando a regiac abdominal
com algodio embebirdo em adlcool 70%

3 Puxar a pele da barriga na reglaoc inferior com uma plnoga
grande & dar um pilcote na pele suapensa cortando em V
para cima, expondo os Orgaes 1nternos

4 Deslocar o 1ntestinc € a massa de gordura para clha con
duas pingas de ponta fina expondo os testiculos

& Puxar o testicule e leccalizar o epididimo caudal gque deve
seyr separado culdadosamente com uma tespoura peguena de
ponta fina e com o auxilic de uma pinga pegquena de ponta
fina O testiculo pode ser cortado Jjunto com o epididimo
caudal e separado depoils sobre uma folha de papel de
Filtroc esterilizado previamente com luz ultra-violeta

& FRetirar culdadosamente o sanhgue das velas do epididame
passando o dorso da pinga de ponta fina sobre a sua

superficie
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7 Segurar ¢ epididimo caudal entre o3 dedos 1ndicador e
pelegar {azendeo um picote com a tesgura peguena de ponta
fina Com uma leve pressac dos dedeos o sémem sal pelo
corte devendo ser 1medlatamente coletado com um
estilete esterilizado e 1merso na microgota de melo de
fertilizacac TYH

L db=ervar na lupa se s espermatozdédides eatfio =e
novimentando ativamente

a Devolver a placa de Petri: com a @microgota contende oOs
espermatozohdes na estufa a 37°C

10 Coletar o esperma do outro epididimo caudal

il Deixar os espermatozoldes na estufa por uma hora para

capatliacac

CONRTAGEM OS5 ESPERMATOZOIDES
1 A amostra de espermatczoldes para oontagem £ preparada
pipetando—-se 10 microlitros do meio TYH contendo as

esperpatozildes em 90 micrgolitros de solugao 3% de Nacl

Se a preparagiao estaiver muito  densa realizar uma
diluigin
Z Fipetar 10 microliiro= da solugio acima c¢ontendo os

espermatozoldes em <cada ceoaopartimentoe de uma cémara
Burker-Turk de 1/10 ast de profundidade
3 Contar o=z espermatozoldes ep um WmlCrascoplo Hpticao, Com

o auxllio de up contador de celulas manual

CAMARA BURKEFR-TUREK
Especificaghes volupe de Ix1x0 1 ma = 4,1 am* ou 0,1
microlitro

& caémara conten 4 guadrados com o volume de 0 1
microlltre rcada divididos em uma malha de 16§ guadrados

METNDres
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A contagem & feita estabelecendo-se un critério para

considerar os eapermatozdides gue caenm achre as linhas

superilcr e lateral direita, a criterig do pesgquisador

H_lm_..l

]

Exenplo
Volume de eaperma pipetado na fertilizagige 10 microelitros
Dilurgag A vezes (10 micraolitraa do esperpg + TD
microlitros de solugio de Nall
Numpero de espermnatozédides contades em um quadrade de Q.1
microlitre TO

Tencos entdo 70 espermatozdides em 0,1 microlitro ou

700 espermatoztides em 1 maicrolitro

Coms fo1 diluido ] vezes tenos T00xB=5600
gapernatozaldes/microlitre

Comc na fertilizagac foram pipetados 10 microlitros,
temos 5600x10= 56000 espermatozéides

Comnc cada microgota de mei1o TYH tem 400 microlitros,
calculamos gue a contagem final seri igual a 56000/400= 140
espernatcezdides/microllitro

0 1deal para una boa fertilizagao fica entre 50-150
espermatozdldes/microlitre Uma densidade Bultc alta causars
dificuldades durante ¢ processo  de lavagen dos ovos
fertilizados e uma densidade muito bailxa pode acarretar uma

taxa de fertilizagao baixa
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COLETA DOS OVOLOS
0= ovulos sac coletados de camundongos fémeas da

linhagem BC3F, com 1dade de 3-4 meses supercvuladas Como a
coleta & feita durante o periodo en gue os eapermatozdldes
estd0o em capacitagaoc o tTemnpo gasto para a coleta oa dvulos
nic deve ultrapassar mals de uma hora aegnde aconselhavel a
anotagio doa horarios em gue cada animal fol sacrificadoe O
tempe  1deal para a dissecgdo e coletr dos ovulos de cada
fémea & de 3 minutos o gue corresponde a meila hora se forem
utilizados 10 animals Com este numero de fémeas
superovuladas e possivel a obtengdo de mails de 200 ovos
fertilizados

1 Sacrificar a fémea por deslocamento cervical

2 Limpar o abdbnenm com algodioc embebide em Alcsol 70%

3 Puxar a pele do abddmem para clwa Con umad pinga grande e
dar um plcate con uma tesoura, cortando a pele emn V de
balxeo para clma expondg os oargaos interncs

4 Deslocar para cima o 1intestino e para baixo a gordura
que cobhre ¢ uteroc e ps oVArios com duas pingas pegquenas
de penta fina

5 Puxar < utero e pingar préaximc ac oviduto

& Cortar o utero e a pele transparente gque o acompanha com
una tesoura pequena de ponta fina

7 GCortar o oviduto do lade opoato ao utero rente ao
GVarlc gue ten coloragio rosa

e Sgbre um papel de filtro previamsente esterilizado com
luz ultra—violeta s=separar o oviduto do reste do utero,
dando um picote com a ponta da tesoura pequena de ponta
fina

9 Imergir o ovidute na parafina liguilda éda placa de Petril
gque contem a microgota com melc de cultura e gue fol

preparada ne dia anteripor & mantida a 37°C A placa de
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Fetr1 ap ser retirada da estufa deve permanecer acbre
ura chapa aguecedora a 37°C

Eetirar o outro oviduto

Com o© auxilio de uma lupa e de doi1s estiletes
esterilizados furar a regiio pals i1nchada do ovario e
puxar com a ponta do estilete a massa de dvulos para
dentro da microgota

Desaprezar as ovidutos vazios

Cevolver 1mediatamente a placa de Petrl com os Gvulos

para a =stufa

CORFECGAD DE CAPILARES PARA A SELECAOQ DOS OV0OS

1

Cortar tubos de vidro com diametro i1nterno de 3 mm em
comprinento de aparoximadamente 30 ch

Lavar osa tubos cortados com detergente Extran apropriadlo
para vidrarias de cultura de células Enxaguar no
lavador de pipetas

Secar em esturfa

Confeccilonar bulbos com o auxjilla de um  Bpagarico,
tomando-se o culdado para que as extrealdades nao Figquem
colabadas

Observar todos os bulbos na lupa para ver gual a
extremidade mals adeguada a ser usada ¢ cortar com upa
lixa no comprimento 1deal

Grredondar a borda da exXtremldade escolhida en chanma
pequena de uE mini-bico de Bunsen Examinar
rigorosamente na lupa se & borda nao possul ranhuras gue
possam danificar os owvos e se a abertura nac ficou
estrelta depals cono pode Ser visto na figura

Cortar a outra ponta do bulbo e arredondar o local do
corte por seguranga

Enxaguar os% capllares dentro de um bégquer esterilizado,

passando 3 vezes em agua destilada
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g Cobrair o béguer com papel aluminie e esterilizar os

capllares em estufa a 140°C por peloc menos 3 horas

b baardo
ds pard
lotax vedaio

milcrocapiiar

I
— E\\H -

porsde borda bordas
murto lavements demasiadomats
sspeanyd arredondoda arredondadas

MINI-BICO DE BITHSEN

0 mini—-bico ae Bunsen wtilizado na confeccgao de
capillares pode ser feito no laboraterio coa o3 seguintes
materiais uma pipeta Pasteur uma rolha de borracha. usa
pinga um tubg de Jlatex para ser conectado 4 saida de gas e

um pedagc de madelira para servir de supcorte

tubg tubo
e pinga rilha de
latex
_gas
2em
mporte
da

madalra



MEIDS DE CULTURA PARA FERTILIZACKO “IN VITRO"
E MANUTERCAC DA CULTURA DE EMERIOES DE CAMONDONGO

1 Solugio estoque A [para TYH)

NaCl 6,976 g
KCl b 356 g
CaCl. ZH,0 0 251 g
KHZPO., 0 162 g
Mg50, 0 293 g
H.aO g s p # 100 ml de zsolugio

2 Solugao estogue B {para TYH e MZBO0)

NaHCO, 2 587 g

H.O0 g s p 200 ml de solugéo

~asar H,0 bidestilada

-Preparar novas solugfes a cada més

3 5Sclugaén de trabalho TYH (melo de fartilizagao)

H,O 10 ml
H.Q 40 ml glicose 100 mg
Sol estogue A i0 ml Ha-piruvato il ng
| |
Sol estoque R 16 3 m
H.0O g s p 100 ml

-Validade da solugaoc TYH

uma senana

¥ q s p quantidade zufilciefite para

15
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Freparo das microgotas de meio de fertilizagio TYH

TYH 10 ml
BSA 40 mg
EDTA 10 oM 10 microlitros

~¥alidade da solugao um dla

4 Solugdo de trabalho M?80 (meic de cultura)

H:0 40 ml
NaCl 421,55 mg
KC1 35 6 mg
Ca-lactato 52 7 mg H.O 10 ml
KH,PO, 16 2 mg glicoge 100 mg
Mg50, 7H.0 21,3 myg Na-pilruvato a3 mg
L |
|
S0l estoque B 16,3 ml
Na-lactato 0,43 mg
|
H,D g s p 100 ml

-¥alidade da solugdo de cultura M280 uma semana

Preparo das smicrogotas de meilon M2B0

M2B0O 10 &l
BSA 40 mg
EDTA 10 nM 10 micralaitros

~Validade da sclugioc wum dia
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PREPARC DAS PLACAS DE PETRI COM AS MICROGOTAS DE
MEIOS TYH E M280D

As placas com as microgotas de meilc de fertilizagdo TYH
e de cultura MZ80 devem ser preparadas ne dia anterior ac
experimente [dia -1}

A soro albumina bovina (BSA)] deve ser retirada da
geladeira polis tem gue ser pesada a tenp2ratura ambiente 0Os
me10s TYH e MIB0 sidc plpetados com pipetas eaterilizadas,
enxaguando-se com os proprios meles o5 frasces nos gquas
serao preparados A BSA deve ser colocada ecom nulteo culrdado
no frasco, para evitar gue grude na parede, e & aconselhavel
dissolvé-~la con nulto culdado acm agitar o frasco 54 apos
a conpleta dissclugio da BSA acrescenta-ae 0 EBDTA com uma
Pipeta automatica com a pontelra esterilizada

Ho fluxc laminar o% melcos Ja com a BSh e o EOTA sao
transferidos dos frascos para o8 tubos de plastico
descartavels (10 mil} uzando seringas descartavels e
millipore descartavel para filtrar os meios Para retirar o
melo do frasco utiliza-se a seringa com a agulha, esta sendo
entic descartada para s adaptar o milliipore Antes de
transferir o mweilv para o tubo desprezar pelo mencs 5 gotas

Numerar as placas escrevendo ag inverss na parte
externa do fundo Plpetar com plpetas ou pontelras
descartaveis sd metade do volume total da microgota do mrelo
Freencher a placa ¢om a parafina  liguida sem oohrir
comnpletamenie a maicrogota papetar a metade restante do meac
e cobrir a nicrogoeta com mals parafina FPreparar uma placa
ol duas no maximoe de cada wvez para evitar evaporagio do

nelo de cultura Incubar a 37°C
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EQUIPAMERTDS FPARA MONTAGEM DO LABORATORIO DR
CULTURA DE EMBRIDES

Fluxo laminar

Estufa de CO, com atmosfera umida e controle de
tegperatura

Lupa

Microscoplo opticn 1nvertido de contraste de fase, cam
shmera fotogrifica

Eztufa para secagea e esterilizacao de material
hutoclave pequena

Refraigerador

Flaca aguecedora com ajJuste para 37°C

Timer

Contador de células manual

Bico de bunsen

Seladora para plastico

Termograto

Higragrafo

Lavador de pipetas

FEEAGENTES FARA COLTORA DE EMBRIODES

Cloreto de =&dig [(NaCl)
Cloreto de potassio {KC1)
Cloreto de cdlcio (CaCl, 2ZH,0)
Fosfato de potassio {KH.PO.)
Sulfate de magneaio {(MgS0,)
Carbonato de smodic [([NaACO.L )
Glicose

Firuvato de sodig

Sorgo albumina bovina (BSA)

Acido etlleno-diamino-tetra-acetica ([(BEDTA)
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Lactato de calcio

Lactato de sod:rio

FM5 [(Pregnant mare Sserum])

HCG (Human chorlionic gonadotroplin}
Aleool]l etilico

Dertergente EXTran

MATERIAIS DE CONSUMO PARA CULTUREA DE BEMERIOES

Flacas de Fetri descartavels esterilizadas de 23 cm de
diametro por | cm de altura

Pipetas descartavels graduadas & esterilizadas de 1 e 10
ml

Fipetas automaticas de 1-290 1-200 e 100-1000
microlitros & respectivas pontelras descartavels
Seringas e agulhas descarftavels e esterilizadas de 1 e
10 ml

Tubos de ensalo descartavers esterilizados com tampa, de
16 ml

Tubcs de vidro com 3 man de diametro internoc  para
cofecCido de mlcrocapllares

Frascos de vidro transparentes de 50 ml

Frascos de wvidro transparentes com tampa, de 250 ml
Fipetas de vidro graduadas de 25 ml

Bandejas de aluminio de 15x20 cm

Pro—plpetas

Bulbos para pipetas

Tubko de =milicope com 4dmm de disdmetro internc

Tesoura cirurgica de poanta fina pegquena

Tesoura cirurgica de ponta fina medila

Fingas cirurglcas de ponta f{ina peguena

Finca cirurgica de ponta fina grande

Fapel de filtro redondo com 10 cnm de didmetro
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18
20
21
22
23
24
25
Z6
27
28
23
b ] 4
31
32
a3
a4
a5
a6
a7
38
a9
40
41
42
43
44
45

Caomara Purker-Turk de 1/10 mm de profundidade
Fraacegs de vadro de 5 ml

Algodao hadrofilo

Papel toalha

Fapel higiénico fino ocu lengos de papel
Sacos plasticos para 2 e 5 litros
Fincélis atdmicos

Rolo de papel aluminiac

Sacos para esterilizagao de ponteiras (mecking bag)
Tezoura grande

Folhas de papel mantelga

Espatulas peguena e grande

Provetas de 25 50, 100, 500 = 100C ml
Bégquers de 25,100 500 e 1000 m)

Tubo de latex de & em de diametro
Pipetas Fasteur

Pingas para tuboa de latex

Rolhas de borracha de 4 cm de diametro
Cilindro de CO,

Cilaindro de oxi1génlo

Butijao de gas

Abajur de luz fria

Galolas para camtindongo

Bebedouros para gailolas

Folhas de cartoclina

Ragdt para capundongo

Materials de limpeza eo getal
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