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Introdugao: As células-tronco mesenquimais (CTM) tém despertado interesse de vdrios grupos de pesquisa em fungio
do grande potencial de aplicabilidade em terapia celular e medicina regenerativa. Nesse contexto, o tecido adiposo vem
recebendo grande destaque como importante fonte para obtencio de CTM. Os protocolos utilizados atualmente para
o isolamento das células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC) empregam, de forma geral, o método de digestao
enzimdtica com colagenase extraida de bactéria (Clostridium histolyticun), que pode conter contaminantes, como endoto-
xinas e outros peptideos que, eventualmente, poderio resultar em reagées adversas nos procedimentos de terapia celular
em pacientes humanos. Objetivo: Pretendeu-se no presente estudo adequar e propor uma nova abordagem empregando
a metodologia de dissociagdo mecinica para isolamento de CTM derivadas de tecido adiposo de ratos. Métodos: As
células cultivadas foram analisadas quanto ao potencial de adesio, proliferagio e tempo de duplicagio celular, por meio
de uma curva de crescimento. As células isoladas e cultivadas a partir do tecido adiposo foram também analisadas quanto
ao potencial de diferenciagio in vitro nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica. Resultados: Os resultados
mostraram que o tempo de duplicagio (velocidade de crescimento) da populagio celular isolada por dissociagdo mecnica
¢ mais expressivo quando comparado com a técnica de digestdo enzimdtica. As células isoladas do tecido adiposo apre-
sentaram potencial de diferenciagio nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica. Conclusio: Os resultados
obtidos permitem concluir que a metodologia de dissociagao mecanica apresenta-se como uma alternativa vidvel, de baixo
custo e, como tal, extremamente promissora no sentido de permitir que a colagenase de origem bacteriana (Clostridium
histolyticun) torne-se um componente prescindivel para isolamento e cultivo de células provenientes do tecido adiposo.

Células-tronco mesenquimais. Tecido adiposo. Dissociagao mecinica. Colagenase. Células-tronco. Metodologia.

Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) have attracted interest of several research groups due to the large potential
applicability in cell therapy and regenerative medicine. In this context, adipose tissue has received high profile as an
important source in order to obtain MSC. The protocols currently suggested for the isolation and culture of adipose-
-derived stem cells (ADSC) utilize, in general, the enzymatic digestion method with bacterial collagenase (Clostridium
histolyticun) which may contain contaminants such as endotoxin and other peptides that eventually may result in adverse
reactions in the cell therapy procedures in human patients. Objective: In this context, it was intended in this study to
propose a new methodological approach of mechanical dissociation for isolating and culture of adipose-derived mesen-
chymal stem cells. Methods: The cultured cells were analyzed for potential adhesion, proliferation and cell doubling
time, through a growth curve lineages The cells were also analyzed according to potential for differentiation in adipo-
genic, chondrogenic and osteogenic lineages. Results: The results showed that the doubling time of the cell population
isolated by mechanical dissociation is faster when compared to the enzymatic digestion technique. The isolated cells from
adipose tissues howed potential for differentiation in cell lineages osteogenic, adipogenic and chondrogenic. Conclusion:
'The obtained results allow us to conclude that the methodology of mechanical dissociation, presented in this paper, is a
viable, low cost and therefore an extremely promising alternative in order to permit that the bacterial collagenase, from
Clostridium histolyticun, become a dispensable component for isolation and cultivation of adipose-derived stem cells.

Mesenchymal Stem Cell. Adipose Tissue. Mechanical Dissociation. Collagenase. Stem Cells. Methodology.
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1 INTRODUCAO

As células-tronco adultas de origem nio hematopoiética
foram pioneiramente descritas por Friedenstein e
colaboradores em uma série de trabalhos iniciados no final
dos anos 1960 e inicio dos anos1970 (FRIEDENSTEIN et
al., 1966; FRIEDESTEIN et al., 1968; FRIEDESTEIN et
al., 1970). Os autores observaram, em culturas de células
oriundas da medula dssea de camundongo, populagoes
celulares que apresentavam capacidade de adesio aos frascos
de cultura e morfologia semelhante a fibroblastos e, por isso,
foram inicialmente denominadas de Unidades Formadoras
de Coldnias de Fibroblastos (CFU-F). Desde entio, a partir
dos trabalhos pioneiros de Friedenstein e colaboradores
(FRIEDENSTEIN, 1990), uma série de estudos passaram a
ser realizados com a finalidade de identificar e caracterizar as
células oriundas de tecidos mesenquimais, com propriedade
de adesao A superficie dos frascos de cultura e de aspecto
fibroblastoide (OWEN, 1988; PROCKOP, 1997; ZUCK et
al., 2001; HORWITZ et al., 2005). A populagao de células
aderentes de aspecto fibroblastoide recebeu, ao longo dos
anos, diferentes denominagoes, sendo que o termo célula-
tronco mesenquimal (CTM) foi pioneiramente proposto
por Caplan em 1991. Em 2005, foi proposto pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy — ISCT) um posicionamento visando
esclarecer e estabelecer critérios de nomenclatura mais
coerentes com as propriedades bioldgicas para as células
de aspecto fibroblastoide e aderentes & superficie pldstica.
Foi proposta, entdo, a terminologia células estromais
mesenquimais multipotentes (multipotent mesenchymal
stromal cells), sendo recomendada a manutencio do
acronimo MSC (HORWITZ et al., 2005; DOMINICI
et al., 2006). Apesar da proposta para padronizacio da
nomenclatura, pela ISCT a terminologia células-tronco
mesenquimais (CTM) continua sendo correntemente
empregada.

As células estromais mesenquimais multipotentes ou
CTM tém, desde entdo, despertado grande interesse em
func¢io do potencial de aplicabilidade em terapia celular
e medicina regenerativa. Podem ser obtidas de diferentes
tecidos, como medula éssea, polpa dentdria, placenta,
cordio umbilical e tecido adiposo. Além disso, podem
ser facilmente expandidas in vitro e apresentam baixa
expressio de antigenos de histocompatibilidade (HLA)
(BAKSH et al., 2004; BYDLOWSKI et al., 2009; YARAK;

OKAMOTO, 2010; DARIOLLI, 2011; LINDROOS et
al., 2011; ALVES-DE-MORAES et al., 2013; BIEBACK
et al., 2012; BAER; GEIGER, 2012; REN et al., 2012;
RIBEIRO-PAES et al; 2012; FARIA et al, 2013;
FRENETTE et al., 2013; LONGHINI-DOS-SANTOS
et al., 2013).

Embora a medula 4ssea tenha sido classicamente
empregada como a principal fonte para a obten¢io de
CTM, o tecido adiposo vem, mais recentemente, recebendo
grande destaque em funcio de uma série de vantagens, como
a possibilidade de ser extraido em quantidades abundantes,
por meio de cirurgias eletivas como abdominoplastias e
lipoaspiragdes, que apresentam baixos indices de morbi-
mortalidade (BAER; GEIGER, 2012; BYDLOWSKI et al.,
2009; SOUZA et al., 2010; YARAK; OKAMOTO, 2010;
DARIOLLI, 2011; LINDROOS et al., 2011; BOURIN et
al., 2013; ESCOBEDO-LUCEA et al., 2013).

Os protocolos classicamente empregados para o
isolamento das células-tronco derivadas do tecido adiposo
(CTM) utilizam, de forma geral, a enzima colagenase,
extraida de bactérias Clostridium histolyticum (RODBELL,
1966; ZUK et al.,, 2001; BOURIN et al., 2013;
LINDROOS et al.,, 2011; YARAK; OKAMOTO, 2010).
Deve-se, no entanto, ressaltar que a colagenase de origem
bacteriana pode conter contaminantes, como endotoxinas
e outros peptideos, que podem, eventualmente, causar
reagbes imunoldgicas ao paciente (CARVALHO et al,
2013; ESCOBEDO-LUCEA et al., 2013; GIMBLE et
al., 2011; WILLIAMS et al., 1995). Além disso, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa — RDC n° 9, de
14 de marc¢o de 2011) recomenda que o uso de produtos
de origem xenobidtica devam ser evitados em culturas de
células que tenham por finalidade a aplicagao em protocolos
de terapia celular em pacientes humanos.

Nesse contexto, pretendeu-se com o presente estudo a
proposi¢io de uma nova abordagem metodolégica, com
emprego da dissociagdo mecinica para isolamento de
células-tronco mesenquimais oriundas do tecido adiposo
que prescinda do emprego de colagenase, em consonincia

com as recomendagoes da Anvisa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 5 ratos albinos machos da linhagem

Wistar, espécie Rattus norvegicus, com 12 semanas de idade
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e peso entre 350 e 400g. Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno forradas com serragem, em sala com
temperatura e luminosidade controladas (22 + 2 °C; ciclos
claro/escuro de 12 horas, recebendo dieta sélida (Nuvilab';

Parand, Brasil) e dgua ad libitum.

2.2 EXTRACAO DO TECIDO ADIPOSO

Os animais foram sacrificados com dose letal (400mg/
Kg) de tiopental sédico (Cristdlia®, SP, Brasil), por via
intraperitonial. Aproximadamente 2g de tecido adiposo
subcutineo foram extraidos da regido inguinal de cada
animal.

Ap6s a extragio, o tecido adiposo foi submetido a um
processo de desinfeccdo no qual foi mantido em meio
RPMI 1640, tamponado com Hepes (Gibco®, New York,
USA) e suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco®, New York, USA) e 2% de antibiético
— antimicético (penicilina, streptomicina e fungizona;
Gibco®, New York, USA) onde permaneceu por 24 horas
a4°C.

2.3 ISOLAMENTO E CULTURA DAS CELULAS-
TRONCO DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO

Posteriormente ao processo de desinfec¢io, cerca
de 10g de tecido adiposo obtido dos 5 animais foram
colocados em uma placa de Petri, contendo meio RPMI
1640 (Gibco®, New York, USA) suplementado com 2%
de antibidtico — antimicético (penicilina, streptomicina
e fungizona; Gibco®, New York, USA) e dissociado
mecanicamente com o auxilio de duas agulhas de seringa
(BD®, New Jersey, USA). As agulhas foram dobradas em
formato de “L”, para melhor fragmentagio do tecido
adiposo. Apds fragmentacio, o meio de cultura, contendo
as células dissociadas, foi transferido para seringas que
permaneceram em posicao vertical por cerca de 10 minutos,
para que ocorresse a separagio por diferenca de densidade
entre os restos de tecido adiposo e adipécitos maduros com
o restante das células dissociadas no meio. Em seguida,
a solucdo celular foi filtrada em um filtro de 70pm (Cell
Strainer — BD Falcon®, New Jersey, USA), para a separagio
de restos celulares. O material coletado foi centrifugado
a temperatura ambiente, durante 10 minutos a 900g.
O precipitado obtido foi ressuspenso em ImL de meio
ALPHA-MEM (Gibco®, New York, USA) suplementado
com 20% de soro bovino fetal (SBF —Gibco®, New York,

USA) e 1% de antibiético/antimicético. Uma aliquota de
10pL foi retirada para contagem em cimara de Neubauer
e mensuragio da viabilidade celular utilizando azul de
tripan. Apds a contagem, as células foram semeadas em
frascos de cultura de 25cm? a uma concentragio de 1x10°
células/cm?, na presenca de meio ALPHA-MEM (Gibco®,
New York, USA) suplementado com 20% de SFB e 1% de
antibiético/antimicético e incubadas em estufa a 37°C e

5% de CO.,.

2.4 MANUTENCAO DAS CULTURAS
CELULARES

A primeira troca do meio de cultura ocorreu 72 horas
apos as células terem sido semeadas nos frascos. As trocas
seguintes ocorreram a cada 48 horas e, ao atingirem 70-
80% de confluéncia, as células foram dissociadas com a
utiliza¢io de Tryple® (Gibco®, New York, USA) e novamente
semeadas em novos frascos de cultivo na concentracio de
1x10° cel/cm? A cultura celular foi mantida até a quinta

passagem.

2.5 VIABILIDADE CELULAR E CURVA DE
CRESCIMENTO

Para verificagiao da viabilidade e contagem celular foi
empregada cAimara de Neubauercom 10uL de azul de tripan
e 10pL de suspensio celular.

As células-tronco derivadas do tecido adiposo foram
analisadas quanto & proliferacio e tempo de duplicagio
da populagio celular (PDT) por meio de uma curva de
crescimento realizada durante dez dias. Para isso, apds a
quinta passagem, as células foram inoculadas, em triplicata,
na densidade de aproximadamente 1x10° células/cm? em
placas de cultura de 24 pogos (BD Falcon®, New Jersey,
USA) com meio ALPHA-MEM suplementado com 20%
de SFB e 1% de antibidtico — antimicético. A dissociagio
celular foi realizada a cada 24 horas, e a concentragio celular
determinada em cimara de Neubauer. Os valores obtidos
foram plotados em um gréfico linear (dias x niimero de
células). Com base no gréfico obtido, foi determinado o
tempo de duplicagio da populagio (population doubling
time —PDT), conforme proposto por Janz (2010),
empregando a seguinte férmula: T/(log (N/N) x 3,31),
onde T: tempo (horas), N: niimero de células final e N ;:

ndmero de células inicial.
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2.6 DIFERENCIACAO IN VITRO DAS CELULAS-
TRONCO DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO
NAS LINHAGENS CONDROGENICA,
ADIPOGENICA E OSTEOGENICA

Para induzir as diferenciagoes osteogénica, condrogénica
e adipogénica, as CTM foram semeadas a uma concentragio
de 1x10° células/cm? e cultivadas em meio ALPHA-MEM
suplementado com 20% de SFB e 1% de antibidtico/
antimicdtico, até atingirem uma confluéncia de 60-
80%. Em seguida, as células foram cultivadas na presenga
dos kits de diferenciacdo osteogénica, condrogénica e
adipogénica StemPro® (Gibco®, New York, USA), segundo a
metodologia proposta pelo fabricante. Para a diferenciagao
osteogénica, as células foram plaqueadas na concentragao
de 1x10* células/cm? e cultivadas por 21 dias em meio de
diferenciagio StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit
(Gibco®, New York, USA), a confirmacio da diferenciacio
foi realizada pela andlise da coloragio com Alizarin
Red S (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). Para a
diferenciagao condrogénica, as células foram plaqueadas em
trés gotas de 5puL na concentracio de 1,6x107 células/mL,
cultivadas por 14 dias em meio de diferenciagio StemPro®
Condrogenic Differentiation Kit (Gibco®, New York, USA)
e a confirmacio da diferenciacio foi realizada pela andlise da
coloracio com Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA). Por fim, para a diferenciagio adipogénica, as células
foram plaqueadas na concentragio de 5x10° células/cm? e
cultivadas por 7 dias na presenga de meio de diferenciagio
adipogénica StemPro® Adipogenic Differentiation Kit
(Gibco®, New York, USA) e posteriormente corada com Oil
Red O (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA).

2.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na
Utilizagao de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Assis, Assis, SP (Registro n°
012/2011).

3 RESULTADOS

Com o propésito de avaliar as caracteristicas de
isolamento, proliferagio e expansio das CTM, as células
isoladas do tecido adiposo foram semeadas na densidade de
1x10° células/cm?. Apés 48 horas, confirmou-se a aderéncia

celular e a primeira troca de meio foi realizada sem perdas

significativas de células de interesse (pré-adipdcitos).
A partir do 3° ao 5° dia de cultura, foi possivel notar a
presenca de col6nias celulares e de pequenas células com
aspecto fusiforme. No 7° dia de cultura, foi observada
uma grande quantidade de células alongadas com formato
fibroblastoide (Figura 1-A). A cultura primdria atingiu
confluéncia de 70-80% apds, aproximadamente, 11 dias do
inicio da cultura (Figura 1-B). No periodo inicial de cultivo,
foram observadas células nao aderentes, tais como hemadcias
e adipécitos maduros, que foram eliminadas apés sucessivas
trocas do meio de cultura.

Posteriormente 2 cultura primdria, evidenciou-se uma
aceleragio progressiva do crescimento celular, 3 medida que
as células foram inoculadas em novos frascos (passagem).
A confluéncia da populagio de células de 70-80% na placa
de cultura foi obtida entre 3 e 4 dias (Figura 1-C). Apés
a terceira passagem, a cultura apresentou caracteristicas
de monocamada homogénea de células com morfologia
fibroblastoide (Figura 1-D). As células foram cultivadas até
a 5* passagem e mantiveram o mesmo padrio morfoldgico.
A viabilidade foi medida em cada uma das passagens,
obtendo-se uma média de aproximadamente 99% de
viabilidade celular.

Para investigar o potencial de proliferagio ¢ o tempo de
duplicacio da populagao (PDT) das CTM, foi realizada uma
curva de crescimento durante 10 dias, conforme expresso
na Figura 2. Verifica-se, pela andlise da curva, que o inicio
da proliferagio ocorre imediatamente apds a semeadura
das células. A cultura atingiu a fase de plateau apés,
aproximadamente, 2 dias do inicio do cultivo, conforme
apresentado na Figura 2. O cédlculo do PDT, um importante
indicador da capacidade de proliferagio, mostrou que a
populagio celular duplicou a cada 24,2 horas.

A fim de validar se as células oriundas do tecido adiposo
correspondiam a uma populagio de células mesenquimais, foi
investigado o potencial de diferenciacio das células isoladas
em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos, confirmando um
dos critérios bdsicos que caracterizam e definem as CTM
(DOMINICI et al., 2006). A diferenciagio osteogénica
foi verificada mediante coloracio da matriz éssea com
Alizarin Red S (Figura 3-A). A condrogénese foi confirmada
mediante colora¢io com corante Alcian Blue, sendo que o
azul indica a sintese de proteoglicanos pelos condrécitos
(Figura 3-B). Finalmente, confirmou-se a diferenciagio
adipogénica por meio da presenca de vacuolos lipidicos

indicados pela coloracio com Oil Red O (Figura 3-C).
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4 DISCUSSAO

O transplante de CTM desponta como uma nova
opgio terapéutica com grande potencial de aplicabilidade
no reparo e regeneracio de drgios e/ou tecidos lesados
(ESLAMINEJAD et al., 2011; BOURIN et al., 2013).
Diversos autores tém relatado uma série de protocolos para
isolamento e expansio de CTM oriundas do tecido adiposo
por meio de digestdo enzimdtica (ZUK et al., 2001; CHOI
et al., 2012; BOURIN et al., 2013; BROCCAIOLI et al.,
2013; FAN et al., 2013; LESLIE et al., 2013). Entretanto,
como anteriormente mencionado, o emprego dessa técnica
apresenta restricoes, como o emprego de colagenase, uma
enzima xenobidtica de origem bacteriana, e que, portanto,
segundo as recomendagbes da Anvisa, deve ser evitada
no cultivo de células para posterior infusio em pacientes
humanos. Diante disso, a técnica de dissociagio mecanica,
apresentada no presente trabalho, surge como uma
alternativa metodoldgica promissora para a substituigio
da técnica usual de digestao enzimdtica para isolamento de
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo.

Os resultados obtidos para isolamento e posterior cultivo
de CTM empregando-se a dissociagio mecénica indicam
que se trata de uma metodologia vidvel e reprodutivel para
o isolamento de CTM. A curva de crescimento (Figura 2)
obtida a partir do isolamento por dissociagio mecinica
apresentou um tempo de dobramento de 24,2 horas. Na
literatura so relatados periodos muito mais longos para que
se obtenha a duplicacio da populagao celular (PDT). Nos
trabalhos de Peng et al. (2008) e Arrigoni et al. (2009), que
empregaram colagenase para isolamento e posterior cultivo
de CTM, foram obtidos PDT de 45,5 horas e 74,19 horas,
respectivamente. Esses resultados correspondem a valores
aproximadamente duas ou trés vezes superiores ao valor
obtido com a metodologia de dissociacio mecinica para
isolamento das CTM oriundas de tecido adiposo de ratos,
ou seja com emprego de colagenase o crescimento celular foi
duas a trés vezes mais lento. Desta forma, esses resultados
permitem associar uma série de vantagens a metodologia
de dissociagio mecénica, como um menor tempo para
duplicagao da populagao celular (PDT), que caracteriza um
aspecto relevante, pois implica na redu¢io do tempo para
obtengio de niimero adequado de células em protocolos de
terapia celular em modelos animais e pacientes humanos.

A viabilidade celular observada com a técnica de

dissocia¢io mecanica foi de 99%. Esse resultado caracteriza-

11

se mais expressivo do que aqueles obtidos por Pecanha et
al. (2008), que obtiveram viabilidade celular de 95%
empregando a metodologia de isolamento de CTM por
digestao enzimdtica com colagenase de origem bacteriana.
As células em cultura na 72 passagem foram induzidas

\

in wvitro A diferenciagio osteogénica, adipogénica e
condrogénica, conforme um dos critérios preconizados
pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT),
para validagio e confirmagio de que as células em
cultivo correspondem, realmente, a uma populacio de
células estromais mesenquimais multipotentes ou CTM
(HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al.,, 2006;
BYDLOWSKI et al., 2009; PINTO FILHO et al., 2013;
PATRIKOSK et al., 2013). A diferenciacio das células
isoladas e cultivadas a partir da metodologia de dissociagio
mecénica do tecido adiposo de ratos, conforme os resultados
apresentados na Figura 3, comprovam a diferenciagio
nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica,
evidenciando que a populacio celular oriunda do tecido
adiposo de ratos corresponde a uma populagio de células
estromais mesenquimais multipotentes.

Em sintese, o parAmetro mais evidente em termos
de uma representacio da vantagem para o emprego da
dissociagio mecinica em relagio a digestdo enzimdtica
refere-se ao tempo de dobramento da populagio celular.
Como se apreende dos resultados apresentados na Figura 2,
o valor obtido para a dissociagio mecénica foi abaixo daquele
encontrado na literatura para a digestdo enzimdtica, ou seja,
as células isoladas por dissociagio mecanica apresentam um
crescimento inicial muito maior relativamente aos dados
reportados na literatura para a digestao enzimdtica (PENG et
al., 2008; ARRIGONT et al., 2009). Os demais parAmetros
nao apresentaram diferencas significativas. Tal observagio
confere a este estudo um aspecto original e altamente
relevante, uma vez que a metodologia apresentada mostra
a viabilidade e eficiéncia de um método para isolamento e
cultivo de CTM derivadas do tecido adiposo, que prescinde,
em consonincia com as recomendagoes da Anvisa, do
emprego de um reagente xenobidtico, a colagenase extraida

da bactéria.

5 CONCLUSAO
Em func¢io dos resultados obtidos neste trabalho, ¢é
licito propor que a metodologia de dissociagio mecinica

apresenta-se como uma alternativa vidvel, de baixo custo
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e, como tal, extremamente promissora no sentido de
permitir que a colagenase de origem bacteriana (Clostridium
histolyticun) torne-se um componente prescindivel para
isolamento e cultivo de células provenientes do tecido
adiposo, particularmente quando se tem por finalidade o
emprego de CTM em protocolos clinicos de terapia celular

em pacientes humanos.
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Figura 1. Caracteristicas das células isoladas do tecido adiposo. A — 7 dias; B — 11
dias; C — 13 dias; D — 25 dias de cultura (3° passagem). Aumento (20X).

Curva de Crescimento Celular

Figura 2. Curva de crescimento das CTM realizada por 10 dias com densidade
inicial de 1x10° células/cm? Em ordenada foi colocada a média do ndmero de células

resultantes de culturas em triplicata.

. : il
Figura 3. A) Diferenciagio adipogénica das CTM ressaltando vactolos lipidicos
corados com Oil Red O (20X); B) Diferenciagao osteogénica das ASC evidenciando
a matriz 6ssea corada com Alizarin Red S (20X); C) Diferenciagio condrogénica das

ASC, onde os proteoglicanos produzidos pelos condroblastos estio corados com
Alcian Blue (20X).

Revista Interdisciplinar de Estudos Experimentais, v. 8, n. tnico, p. 7-14, 2016



