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Analise dos Meios de Cultura de Células Tronco Adiposo Derivadas
Humanas Indiferenciadas e Diferenciadas em Pré-adipocitos e
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O metaboloma realizado por ressonancia magnética nuclear (RMN) busca uma descricao analitica de amostras biologicas

complexas com o objetivo de caracterizar e quantificar pequenas moléculas
compostos de referéncia. Metabolitos sao o resultado final de todo o comp
regulacao translacional e modificacao

incluindo a regulacao transcricional,

(<3000 Da) através de comparacao com
lexo regulatorio de um organismo ou célula,
nos-traducional. Alteracoes metabolicas sao,

portanto, os reporteres mais proximos de alteracées de vias bioquimicas como glicolise, ciclo de Krebs, sintese de ureia e
transaminacao. Assim, o objetivo deste estudo € identificar o perfil metabolico de células tronco adiposo derivadas (ADSC)
indiferenciadas ou diferenciadas em adipocito e osteoblasto.

MATERIAIS E METODOS

O tecido adiposo humano foi obtido de
lipoaspirados eletivos seguindo as normas intitucionais da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre. O lipoaspirado foi lavado com
PBS e tratado com 0,075% de colagenase tipo | em PBS por 30
minutos a 37°. A colagenase foi inativada com igual volume de
DMEM/10% SFB e a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2000
rpom . A fracao estromal foi ressuspensa em DMEM/10% SFB e a
cultura realizada em garrafas 75 cm?. Entre a 3* e a 8% passagem as
células foram induzidas para diferenciacao adipogénica com 1 pM
de dexametasona, 10 uM de insulina, 200 uM de indometacina, e
IBMX 0,5 mM; e osteogénica com e 50uM de acido ascorbico, 0,01M
de B-glicerofosfato e 0,1uM de dexametasona, respectivamente.

Recolhimento do meio
de cultura
condicionado padrao,
adipogénico e meio
osteogénico apos 48
de cultura.

Filtracdo com filtro
Amicon® Ultra 3K
(Millipore) e
congelamento a -80°C

Mistura de 480pL de

meio com agua
deuterada + 5mM DSS
VF = 600pL

1° Analise da amostra
em espectrometro de
500MHz

2°Analise de dados
com programa
Chenomx NMR Suite.
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Figura 1: Analise por RMN dos meios condicionados por ADSCs humanas: (A) Glicose
e Glutamina, (B) Alanina, lactato e piruvato e (C) formiato e piroglutamanto. Meio =
analise dos componentes do meio de cultura, Indiferenciada, Adipo e Osteo= analises
dos meios condicionados por ADSCs indiferenciadas e diferenciadas para adipocitos ou
osteoblastos. Os resultados representam a mediana + intervalo entre quartis dos
resultados obtidos na analise das ADSC de 3 pacientes.

CONCLUSAO

A analise do metaboloma feita através da comparacao com os
componentes do meio utilizado para a cultura das celulas, mostrou que o
consumo de glicose e glutamina, principais combustiveis para celulas em
cultura, foi semelhante entre as células indiferenciadas e diferenciadas
para adipocitos e osteoblastos (Figura 1-A). A figura 1-B mostra que tanto
ADSCs quanto celulas submetidas a diferenciacao consomem piruvato e
produzem de alanina e lactato.

Um dado interessante foi a producao e liberacao para o meio de cultura
de formiato e piroglutamato, dois compostos que nao sao encontrados no
meio de cultura (Figura 1-C). As células indiferenciadas parecem secretar
maior quantidade que os adipocitos e osteoblastos.

Populacoes especificas de ceélulas, especialmente, células troncos, sao
aptas a sobreviver em condicoes de hipoxia com desvio para respiracao
anaerobica. Nessas condicoes essas celulas respondem com o aumento
da producao de lactato e alanina. As mudancas observadas no perfil
metabolomico das ADSCs estao relacionadas a diferentes rotas
metabolicas utilizadas pelas células no estado indiferenciado ou durante
a diferenciacao adipogénica e osteogénica; a Figura 1-B mostra, por
exemplo, que os pré-adipocitos consomem menos piruvato e produzem
menos alanina. Sendo assim a analise por ressonancia magnética nuclear
(RMN) dos metabolitos dos meios de cultura de celulas tronco adiposo
derivadas (ADSC) indiferenciadas ou diferenciadas em adipocito e
osteoblastos demonstrou ser uma ferramenta util para o entendimento do
metabolismo durante o processo de diferenciacao.
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