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Palavras-chave Regeneração óssea, células estaminais mesenquimais (MSCs), metabo-

lómica, osteogénese, cromatografia gasosa (GC), espetrometria de 

massa (MS) 

 

Resumo A perda massiva ou fraturas extensas de osso estão associadas a graves 

consequências socioeconómicas e na qualidade de vida destes pacientes, 

representando ainda hoje grandes desafios clínicos, agravados pelo en-

velhecimento da população. Em engenharia de tecidos, o recurso a célu-

las estaminais (SCs) mesenquimais é uma alternativa menos invasiva do 

que as atuais abordagens de tratamento de lesões ósseas, frequente-

mente associadas a complicações pós-operatórias. A metabolómica mos-

tra-se particularmente útil na supervisão do comportamento celular du-

rante a diferenciação de SCs em células do tecido ósseo, tendo grande 

potencialidade na monitorização e encaminhamento da osteogénese de 

forma a desenvolver terapias mais eficientes. Os lípidos mostram-se in-

tervenientes essenciais na regulação do comportamento de SCs, sendo 

precisamente estes o foco da presente dissertação de mestrado. Recor-

rendo-se a células mesenquimais estaminais provenientes de tecido adi-

poso humano (hAMSCs), estudou-se a evolução da osteoindução ao 

longo de 21 dias, a par da cultura de hAMSCs em meio basal (envelheci-

mento celular). Para isso analisaram-se os extratos intracelulares apola-

res destas células por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de 

massa (GC-MS) aos dias 1, 4, 7, 14 e 21. Alguns metabolitos em destaque 

na condição osteoindutiva foram o ácido esteárico, ácido palmitoleico, 

ácido oleico, 1-monomiristina, 1,3-dipalmitina, colesterol, pirofosfato e fos-

foetanolamina, visto que estes variaram significativamente apenas em os-

teoindução e não na condição controlo. Em osteoindução verificou-se o 

catabolismo geral de glicerolípidos na terceira semana, o aumento mais 

acentuado (comparativamente à condição controlo) do ácido docosahe-

xaenóico (com propriedades inibidoras da osteoclastogénese e estimula-

doras da osteogénese), destacou-se o papel de compostos que contêm 

fosfato para a mineralização óssea (pirofosfato e fosfoetanolamina) e tam-

bém o possível papel do ácido oleico como inibidor da apoptose induzida 

por ácido palmítico, que por sua vez é possível que se esterifique em tri-

acilgliceróis.  
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Abstract 

 

Massive bone loss or extensive fractures are associated with serious so-

cioeconomic and quality of life consequences for these patients, repre-

senting, even today, major clinical challenges, aggravated by the aging 

population. In tissue engineering, the use of mesenchymal stem cells 

(SCs) is a less invasive alternative to current approaches to the treatment 

of bone lesions, often associated with postoperative complications. Metab-

olomics is particularly useful in supervising cellular behavior during the dif-

ferentiation of SCs into bone tissue cells, having great potential in moni-

toring and guiding osteogenesis in order to develop more efficient thera-

pies. Lipids are essential players in regulating the behavior of SCs, and 

these are precisely the focus of this master's thesis. Using mesenchymal 

stem cells from human adipose tissue (hAMSCs), the evolution of osteoin-

duction was studied over 21 days, along with the culture of hAMSCs in 

basal medium (cellular aging). Thus, the nonpolar intracellular extracts of 

these cells were analyzed by gas chromatography–mass spectrometry 

(GC-MS) on days 1, 4, 7, 14 and 21. Some metabolites highlighted in the 

osteoinductive condition were stearic acid, palmitoleic acid, oleic acid, 1-

monomiristin, 1,3-dipalmitin, cholesterol, pyrophosphate and phosphoeth-

anolamine, as these varied significantly only in osteoinduction and not in 

the control group. In osteoinduction there was a general catabolism of 

glycerolipids in the third week, a greater increase (compared to the control 

condition) of docosahexaenoic acid (with osteoclastogenesis inhibiting 

and osteogenesis stimulating properties), the role of phosphate-containing 

compounds (pyrophosphate and phosphoethanolamine) was highlighted 

in the context of bone mineralization and also the possible role of oleic acid 

was suggested as an inhibitor of apoptosis induced by palmitic acid, which 

in turn could be esterified in triacylglycerols. 
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µ Velocidade da fase móvel ao longo do sistema GC da equação de Van Deemter 

A Difusão de Eddy da equação de Van Deemter 

ADA Do inglês Alginate di-aldehyde 

AKT Do inglês Protein kinase B 

ALP Fosfatase alcalina (do inglês ALkaline Phosphatase) 

AMSC MSC proveniente de tecido adiposo 

ANOVA Análise da variância (do inglês Analysis of variance) 

APCI 
Ionização química à pressão atmosférica (do inglês Atmospheric Pressure Che-

mical Ionization) 

APPI 
Fotoionização à pressão atmosférica (do inglês Atmospheric Pressure Photo Io-

nization) 

B Difusão molecular da equação de Van Deemter 

BMMSC 
Célula estaminal mesenquimal da medula óssea (do inglês Bone Marrow Me-

senchymal Stem Cell) 

BMP Proteína morfogenética óssea (do inglês Bone morphogenetic protein) 

BSTFA N,O-bistrifluoroacetamida 

C Resistência à transferência de massa da equação de Van Deemter 

CB Recetor canabinóide 

CCL2 
Ligando 2 da quimiocina com motivo C-C (do inglês Chemokine (C-C motif) li-

gand 2) 

CD105 Endoglina (do inglês Cluster of Differentiation 105) 

CD11b Integrina αM (do inglês Cluster of Differentiation 11b) 

CD14 Proteína codificada pelo gene CD14 (do inglês Cluster of Differentiation 14) 

CD19 Antígeno de Linfócito B CD19 (do inglês Cluster of Differentiation 19) 

CD34 Proteína codificada pelo gene CD34 (do inglês Cluster of Differentiation 34) 

CD45 
Proteína Tirosina Fosfatase, Tipo Recetor, C (do inglês Cluster of Differentiation 

45) 

CD73 5’-nucleotidase (do inglês Cluster of Differentiation 73) 

CD79α 
Cadeia Alfa da Proteína Associada ao Complexo Recetor de Antígenos dos Lin-

fócitos B (do inglês Cluster of Differentiation 79α) 

CD90 
Antígeno 1 de Diferenciação de Timócitos (do inglês Cluster of Differentiation 

90) 

CI Ionização química (do inglês Chemical Ionization) 

CoA Coenzima A 

CV Coeficiente de variação (Equação 6) 

d Separação entre dois picos consecutivos do cromatograma 

DG Diacilglicerol 
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DHA Ácido docosa-hexaenóico (do inglês Docosahexaenoic acid) 

ECD Detetor de captura de eletrões 

EI Ionização por impacto de eletrões (do inglês Electron Impact Ionization) 

EM Multiplicador de eletrões (do inglês Electron Multiplier)  

ERK1/2 Do inglês Extracellular signal-Related Kinase 1/2 

ES Effect size (Equação 7) 

ESI Ionização por eletrospray (do inglês Electrospray Ionization) 

FGF-2 Fator de crescimento fibroblástico 2 (do inglês Fibroblast growth factor 2) 
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GC Cromatografia gasosa (do inglês Gas Chromatography) 
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GHK Péptido de glicina-histidina-lisina  

hBMMSC 
Célula estaminal mesenquiml da medula óssea de humano (do inglês human 

Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell) 

hBMMSC BMMSC de humano 

HETP 
Altura equivalente a um prato teórico (do inglês Height Equivalent to a Theoreti-

cal Plate) 

HH Do inglês HedgeHog 

HIF-1α Fator induzível por hipóxia 1 α (do inglês Hypoxia-inducible factor 1-alpha) 

HLA-DR 
Recetor de Superfície Celular do Complexo Principal de Histocompatibilidade II 

(do inglês Human Leukocyte Antigen - DR isotype) 

hMSC MSC de humano 

HSC Célula estaminal hematopoiética (do inglês Hematopoietic stem cell) 

IB Corpos de inclusão bacteriana 

IC Intervalo de confiança (Equação 8) 

IL-1β Interleucina 1β (do inglês Interleukin 1 beta) 

IL-6 Interleucina 6 (do inglês Interleukin 6) 

ILK Cinase ligada à integrina  

iNOS Do inglês Inducible Nitric Oxide Synthase 

iPSC Célula estaminal pluripotente induzida (do inglês Induced pluripotent stem cell) 

JNK Do inglês c-Jun N-terminal kinase 

L Comprimento da coluna cromatográfica 

LC Cromatografia líquida (do inglês Liquid Chromatography) 
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M Média (Equação 7) 
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Ionização e dessorção a laser assistida por matriz (do inglês Matrix Assisted La-

ser Desorption/Ionization) 

MAPK  
Cinase proteica ativada por mitógenos (do inglês Mitogen-activated protein 

kinase) 

M-CSF 
Fator estimulante de colónias de macrófagos (do inglês Macrophage colony-sti-

mulating factor) 

MG Monoacilglicerol 

MMSC MSC proveniente de tecido muscular 

MS Espetrometria de massa 
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mTOR Do inglês Mammalian target of rapamycin 
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PKC Do inglês Protein Kinase C 

PLS-DA 
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PPP Via das pentose fosfato 
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Recetor Ativador do fator Nuclear κ B (do inglês Receptor activator of nuclear 

factor κ B) 

RANKL Ligando do RANK (do inglês Receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand) 
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ROS Do inglês Reactive Oxygen Species 
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SC Célula estaminal (do inglês Stem Cell) 
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UFA Ácido gordo insaturado 
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Fator de crescimento vascular endotelial (do inglês Vascular endothelial growth 

factor) 
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1. Introdução  

As lesões ósseas podem ocorrer não só por trauma, mas também como consequência de 

doenças congénitas ou não-congénitas (como tumores ósseos e osteoporose) [1]. Ainda que na 

maioria dos casos ocorra uma regeneração óssea espontânea, os casos de perda massiva ou fra-

turas extensas de osso permanecem grandes desafios clínicos. Em Portugal, o número de fraturas 

osteoporóticas tem vindo a aumentar ao longo dos anos, pensando-se que a crescente esperança 

média de vida seja a sua causa principal e que o envelhecimento da população tenderá a piorar 

este cenário [2]. Recentemente, Silva et al. destacou o custos das fraturas osteoporóticas no país, 

com despesas de mais de 1M € no primeiro ano após fratura, em apenas 100 pacientes avaliados 

[3]. A probabilidade de fraturas ósseas não se curarem corretamente (não-união) é de ~2%, podendo 

chegar perto dos 10% em adultos jovens e de meia-idade nos ossos longos (tíbia e clavícula) [4]. O 

enxerto ósseo autólogo (proveniente do próprio paciente) é atualmente o mais usado em aborda-

gens de tratamento por ser biocompatível, biodegradável, osteocondutivo (contém matriz de tecido 

conetivo que abriga as células que irão formar o osso) e osteoindutivo, havendo, no entanto, com-

plicações em quase 30% das cirurgias (infeção, necessidade de nova cirurgia, dores prolongadas 

por mais de 6 meses, perda de sensação, entre outras) [5]. As consequências socioeconómicas e 

o grave impacto na qualidade de vida destes pacientes, tornam imperativa a busca de alternativas 

mais eficazes e menos dispendiosas. Neste contexto, a engenharia de tecidos ósseos tem gerado 

grande interesse pela comunidade científica, onde o potencial recurso a células estaminais (SCs, 

do inglês Stem Cells), com vista à regeneração óssea, surge como alternativa menos invasiva, mais 

versátil e mais rápida [6]. Assim, torna-se extremamente benéfico entender os processos subjacen-

tes à regeneração óssea a partir de células estaminais, com vista a monitorizar e guiar o seu com-

portamento de forma a desenvolver terapias mais eficientes. Tal pode ser alcançado recorrendo-se 

à metabolómica, onde o estudo de metabolitos (intra- e/ou extra-celulares) elucida as vias metabó-

licas mais relevantes neste contexto, o que é particularmente útil na supervisão do comportamento 

celular durante a diferenciação de SCs em células do tecido ósseo [7]. Esta introdução começa por 

apresentar conceitos base referentes às principais classes de SCs, destacando as SCs mesenqui-

mais e sua diferenciação em osteoblastos, seguindo-se a exposição de alguns conceitos teóricos 

referentes às principais estratégias metabolómicas, terminando com uma detalhada revisão do es-

tado da arte dos estudos metabolómicos centrados na osteogénese de SCs, com grande foco nas 

espécies lipídicas.  
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1.1. Conceitos base e classificação de células estaminais (SCs) 

 As SCs são células indiferenciadas, caracterizando-se pela capacidade de se autorrenova-

rem e de se diferenciarem em células especializadas (diferenciadas), essenciais no desenvolvi-

mento e manutenção de tecidos, desde o zigoto até à idade adulta [8]. Consoante a sua capacidade 

de se diferenciarem em linhagens celulares específicas (potência), as SCs podem ser classificadas 

em (Fig. 1): a) totipotentes, células embrionárias (com 1-3 dias após a fecundação do oócito) que 

conseguem dar origem a todos os órgãos embrionários, incluindo a placenta; b) pluripotentes, célu-

las embrionárias do blastocisto (dias 4-14 após a fecundação) que se conseguem diferenciar em 

tecidos embrionários da camada celular interna, nomeadamente, ectoderme, mesoderme e endo-

derme; c) multipotentes, células formadas a partir do dia 15 após a fecundação e que dão origem a 

tecidos derivados de apenas uma das três camadas germinativas: ectoderme, mesoderme ou en-

doderme [9]. Em alternativa, as SCs também podem ser organizadas de acordo com o seu tecido 

de origem (Fig. 1), existindo SCs hematopoiéticas (HSCs), neurais, gastrointestinais, epidermais, 

hepáticas, pancreáticas e ainda mesenquimais, podendo estas últimas ser extraídas a partir de di-

ferentes tecidos [10]. Pelo seu papel essencial 

na regeneração óssea (detalhado adiante), 

bem como a sua relativamente fácil recolha/ex-

pansão e poucas questões éticas associadas, 

no presente trabalho destacam-se as células 

estaminais mesenquimais (MSCs, do inglês 

Mesenchymal Stem Cells), que são células 

multipotentes capazes de se diferenciarem em 

células derivadas da camada germinativa me-

soderme [11,12]. Para serem consideradas 

MSCs, os seguintes critérios têm que ser alcan-

çados: a) serem aderentes ao plástico; b) ex-

pressarem os antígenos de superfície celular 

CD105, CD90 e CD73; c) não expressarem os 

antígenos de superfície celular CD45, CD19, 

CD14, CD11b, CD34, CD79α e HLA-DR; d) te-

rem a capacidade de se diferenciarem em os-

teoblastos (osso), condrócitos (cartilagem) e 

adipócitos (tecido adiposo) [11].  

 

 

 

Fig. 1 – Principais tipos de células estaminais.  
Adaptado de [8]. 
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1.2. Homeostasia e regeneração óssea - papel do metabolismo das SCs 

 O osso é um órgão complexo e dinâmico que oferece suporte estrutural, hospeda a hema-

topoiese e acumula minerais. Nesta secção apresentar-se-ão os processos de homeostasia em 

osso normal [7,13] e de regeneração óssea de fraturas [14], ambos fulcrais para se compreender a 

importância das SCs na formação e manutenção do osso [15].  

Homeostasia em osso saudável 

 A remodelação óssea (homeostasia) 

requer um equilíbrio dinâmico entre a reabsor-

ção e a formação de osso (Fig. 2), que são de-

sempenhadas pelos osteoclastos e osteoblas-

tos, respetivamente [7]. Em resposta a sinais 

bioquímicos como hormonas (paratiroide, por 

exemplo) ou sinais mecânicos (como danos 

ósseos), os precursores de osteoclastos são 

ativados através de citocinas libertadas por 

células do revestimento ósseo, como o RANK 

(Recetor Ativador do fator Nuclear κ B) e o M-

CSF (fator estimulante de colónias de macró-

fagos). Os osteoclastos sobrevivem 2 sema-

nas, entrando em apoptose depois deste perí-

odo [16,17]. A reabsorção óssea termina com 

a formação de lacunas de Howship cavadas na matriz óssea. Já os osteoblastos depositam uma 

matriz óssea recém-formada (osteoide) no local reabsorvido, que posteriormente mineraliza. Em 

seguida, os osteoblastos entram em apoptose ou são circundados por novas camadas de osso, 

designando-se osteócitos. Desequilíbrios nestes processos levam a doenças ósseas, como osteo-

porose.  

 A diferenciação celular é parte integral da homeostasia óssea (Fig. 2), uma vez que os os-

teoclastos são derivados de HSCs e os osteoblastos de MSCs da medula óssea (BMMSCs). Em 

geral, pensa-se que as BMMSCs utilizem a glicólise como principal fonte de energia, havendo um 

aumento da fosforilação oxidativa durante a osteogénese em paralelo com uma diminuição ou ma-

nutenção da glicólise [18,19]. Este acontecimento é regulado pelo fator induzível por hipóxia 1 α 

(HIF-1α), que está mais ativo em células indiferenciadas e consegue promover a glicólise e inibir a 

fosforilação oxidativa [20,21]. No fim da diferenciação, também nos osteoblastos maduros, a glicó-

lise produz a maior parte da energia necessária para a sua atividade [22]. Por outro lado, na osteo-

clastogénese (diferenciação em osteoclastos), ambas as vias da glicólise e da fosforilação oxidativa 

aceleram [23]. Também o metabolismo lipídico é essencial para o equilíbrio entre a reabsorção e a 

formação de osso. Por exemplo, ácidos gordos polinsaturados (PUFAs) de cadeia longa, como o 

Fig. 2 – Células intervenientes no processo de 
remodelação óssea. Adaptado de [7]. 
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ácido docosa-hexaenóico (DHA) e ácido araquidónico, suprimem diretamente a diferenciação/ativi-

dade de osteoclastos, promovendo a formação de osteoblastos [24,25]. Como parte constituinte das 

lipid rafts, o colesterol consegue alterar a sinalização RANK-RANKL (a proteína RANKL é libertada 

pelos osteoblastos, induzindo a osteoclastogénese quando se liga ao seu recetor transmembranar 

RANK, em células precursoras de osteoclastos), sendo que a diminuição deste esterol, na mem-

brana de osteoclastos, resulta numa menor reabsorção óssea por parte destes [26]. Outro lípido de 

membrana, a fosfoinositida (Fig. 3B), influencia a diferenciação osteoclástica, havendo menor oste-

oclastogénese quando há deficiência da quinase PI3Kβ (fosforila a posição 3 do anel inositol de 

derivados de fosfatidilinositol - Fig. 3) [27]. A existência de baixos níveis lipídicos no ambiente das 

MSCs leva à condrogénese, em vez de osteogénese, devido à dependência da oxidação de ácidos 

gordos por parte dos osteoblastos [28].  

 

 

Regeneração óssea decorrente de lesões 

O processo de regeneração óssea desencadeado por uma fratura engloba 6 fases principais 

(Fig. 4): a) hematoma seguido de inflamação aguda; b) tecido de granulação; c) formação do calo 

cartilaginoso (calo ósseo suave); d) formação do calo ósseo (rígido); e) remodelação [14]. A primeira 

fase (hematoma) surge com a ativação da cascata de coagulação sanguínea, seguida da formação 

de uma matriz provisória de fibrina, que serve de suporte para o influxo de células inflamatórias 

(como monócitos e macrófagos), dando início à fase de inflamação aguda. Estas células são recru-

tadas por complexas vias de sinalização que vão além do foco desta dissertação, destacando-se os 

sinais provenientes de células necróticas. Posteriormente, os macrófagos fagocitam a matriz de 

fibrina provisória e as células necróticas, enquanto os osteoclastos (derivados de monócitos) 

Fig. 3 – Estrutura do fosfatidilinositol (A) e fosfoinositida sua derivada (B). A) Fosfatidilinositol – Os 
grupos hidroxilo das posições 3, 4 e 5 do anel inositol são passíveis de fosforilação, resultando em 
fosfoinositidas. B) Fosfoinositida onde as posições 3, 4 e 5 do anel inositol foram fosforiladas. Adap-
tado de [121]. 
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reabsorvem fragmentos ósseos necróticos do osso fraturado. Além disso, os macrófagos recrutam 

fibroblastos, MSCs e células osteoprogenitoras, através de mediadores quimiotáticos e inflamató-

rios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a interleucina 1β (IL-1β), a interleucina 6 (IL-6) 

e o ligando 2 da quimiocina com motivo C-C (CCL2) [29–31]. Existem ainda outras moléculas sina-

lizadoras provenientes da matriz extracelular que guiam a proliferação/diferenciação de MSCs e 

células osteoprogenitoras, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o fator de cres-

cimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblástico 2 (FGF-2) e alguns 

membros da família do fator de transformação do crescimento β (TGF-β), incluindo as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) [32,33].  

 

 

Fig. 4 – Esquema representativo das principais etapas da regeneração óssea desencadeada por 

uma fratura. Adaptado de [14]. 

Cerca de uma semana depois da fratura óssea, dá-se início à fase do tecido de granulação, 

tecido rico em MSCs proliferativas e neovasculatura em desenvolvimento, suportadas por uma ma-

triz de colagénio desorganizada [34–37]. Na fase seguinte há a diferenciação de MSCs em condró-

citos, produzindo-se cartilagem que abrange o interior da fratura (região menos oxigenada), ligando 

as extremidades do osso fraturado. Este tecido cartilaginoso (calo ósseo suave) oferece uma esta-

bilidade mecânica inicial [14]. Depois, as MSCs presentes na superfície externa do osso (periósteo) 

começam a diferenciar-se em osteoblastos, envolvendo o calo ósseo suave [30,35,38]. Os condró-

citos aí presentes entram em apoptose, secretando cálcio e mediadores que estimulam o cresci-

mento vascular no interior do calo suave, o que resulta numa matriz extracelular formada por carti-

lagem parcialmente calcificada [33,39]. Daqui advém um aumento do fluxo sanguíneo, acompa-

nhado pela diferenciação osteogénica e pela deposição de mais tecido ósseo na matriz cartilagi-

nosa, formando-se assim o calo ósseo rígido [34,35]. À medida que a mineralização da cartilagem 

avança, a estabilidade mecânica do local da fratura aumenta. Na última fase da regeneração óssea, 

a remodelação, o tecido ósseo ainda imaturo e a matriz cartilaginosa adjacente são removidos por 

osteoclastos, até que se estabelece uma estrutura óssea normal, podendo este processo demorar 

vários meses ou até anos, em casos muito graves [14]. No final, o osso volta à forma e integridade 

normal, o que termina o processo de regeneração óssea. 

 

1.3. Aplicabilidade de SCs mesenquimais na engenharia de tecido ósseo 

Em engenharia de tecidos, a osteogénese de MSCs é frequentemente alcançada in vitro 

pela suplementação do meio de cultura com um cocktail osteoindutivo que inclui dexametasona, 
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ácido ascórbico e beta-glicerofosfato [40]. A dexametasona induz a osteogénese por ativar a sinali-

zação Wnt/β-catenina e BMP, com o consequente aumento do fator de transcrição 2 relacionado ao 

Runt (RUNX2) e do colagénio I [41]. O ácido ascórbico, juntamente com a lisina e prolina, é neces-

sário para que o colagénio se forme na hélice apropriada [42]. A interação dos osteoblastos com o 

colagénio da matriz extracelular desencadeia a sinalização MAPK (cinase proteica ativada por mi-

tógenos), que também ativa a fosforilação do RUNX2, levando à diferenciação osteoblástica [42]. 

Já o beta-glicerofosfato, é uma importante fonte de fosfato para a formação de cristais de hidroxia-

patite, um dos constituintes maioritários da estrutura do osso [42]. 

 A aplicabilidade das MSCs na regeneração óssea tem sido explorada em diferentes con-

textos clínicos, por exemplo, não-uniões de fraturas, osteoartrite, osteogénese imperfeita (doença 

hereditária) ou osteoporose, podendo estas células ser administradas de diferentes formas (Fig. 5) 

[15]. Apesar da seleção das SCs a utilizar dependa grandemente do objetivo de estudo, existem 

algumas características gerais as tornam melhores candidatas em medicina regenerativa: a) dispo-

nibilidade em grandes quantidades; b) capacidade de diferenciação múltipla; c) isolamento indolor 

e em cumprimento das orientações de boas práticas; d) possibilidade de transplante autólogo (do 

próprio paciente) ou alogénico (de uma pessoa diferente) [15]. A fonte de MSCs mais investigada 

até à data é a medula óssea, mas a sua colheita é dolorosa, havendo o risco acrescido de sangra-

mento e infeção. Por outro lado, a colheita de tecido adiposo é menos invasiva, sendo frequente-

mente descartado como resíduo hospitalar. Apesar de terem relativamente menos capacidade os-

teogénica que as BMMSCs, o facto das MSCs de tecido adiposo proliferarem mais rápido, serem 

mais abundantes e de mais fácil acesso, tem despertado um interesse crescente na regeneração 

óssea [12]. 

Fig. 5 – Recolha, expansão e formas de administração das MSCs na regeneração óssea.  
Adaptado de [15] 

Método direto 

Método por engenharia de tecidos 

Infusão sistémica 
Injeção local 

Implante da estrutura 

Proliferação e/ou diferenciação 

de MSCs de diferentes origens 
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1.4. Fundamentos de metabolómica e principais técnicas analíticas 

A metabolómica define-se como o estudo minucioso do metaboloma (conjunto de compos-

tos de baixa massa molecular, os metabolitos) presente num sistema biológico (célula, tecido, órgão, 

fluído biológico ou organismo) num dado ponto temporal [43]. Ainda que a grande parte dos estudos 

metabolómicos analisem biofluídos, também já existem protocolos bem estabelecidos para a reco-

lha de células e quenching (interrupção imediata da atividade enzimática), permitindo a análise tanto 

de extratos celulares (endo-metaboloma), como de meio de cultura (exo-metaboloma) [44]. A lipidó-

mica é uma subsecção da metabolómica centrada especificamente na análise de espécies lipídicas 

[43], cuja importância vai além de serem os principais componentes estruturais da membrana celu-

lar, destacando-se o seu papel no armazenamento de energia e como moléculas de sinalização 

[45]. 

Tipicamente, os estudos metabolómicos recorrem a espectroscopia de ressonância magné-

tica nuclear (RMN) e/ou espetrometria de massa (MS), aliadas a métodos de estatística univariada 

e multivariada [46,47]. Em espetroscopia de RMN as moléculas são expostas a um forte campo 

magnético, que interage com os núcleos dos átomos, resultando um espetro com informações da 

absorbância da radiação eletromagnética de cada tipo de átomo. Por outro lado, em MS (técnica 

explorada adiante) as moléculas são ionizadas, sendo posteriormente separadas por razão massa 

iónica/carga (m/z). Como estas técnicas são complementares, a sua seleção depende dos objetivos, 

tendo ambas vantagens e desvantagens. A espectroscopia de RMN apresenta maior reprodutibili-

dade e a amostra pode não ser destruída, enquanto que MS é mais sensível (<pM vs. mM), reque-

rendo menor quantidade de amostra, sendo comum haver passos adicionais de preparação destru-

tivos. Pode optar-se por abordagens não-direcionadas caracterizadas por uma visão holística do 

perfil metabólico, ou direcionadas para metabolitos previamente apontados como relevantes (fre-

quentemente por MS).  

Cromatografias líquida e gasosa acopladas a espetrometria de massa (LC-MS e GC-MS) 

O acoplamento de cromatografias a MS é extremamente usual, tirando-se partido das van-

tagens da cromatografia, nomeadamente a alta seletividade e eficiência de separação e, portanto, 

facilitando a identificação e/ou quantificação dos compostos presentes na amostra [48]. As croma-

tografias líquida (LC, do inglês Liquid Chromatography) e gasosa (GC, do inglês Gas Chromato-

graphy) são as mais frequentes em estudos metabolómicos, permitindo a separação dos compostos 

numa coluna cromatográfica de acordo com um gradiente (geralmente de polaridade), dependendo 

da fase estacionária e outros fatores. Consoante a quantidade de moléculas a sair da coluna a cada 

instante, o detetor (MS) fornece um cromatograma da intensidade do sinal em função do tempo de 

retenção. LC e GC distinguem-se pelo estado da fase móvel que possuem na coluna (líquido em LC 

e gasoso em GC), apresentando claras vantagens e desvantagens detalhadas na Tabela 1, portanto 

a escolha da cromatografia depende dos objetivos em estudo e do tipo de amostra. 
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Tabela 1 – Vantagens e desvantagens de GC-MS e LC-MS. Baseado em  [48]. 

Técnica Vantagens Desvantagens 

 
GC-MS 

• Tecnologia robusta e madura 

• Relativamente barato 

• Baixo volume de amostra (50 µL) 

• Boa sensibilidade (100 nM) 

• Excelente reprodutibilidade 

• Deteta compostos voláteis 

• Cobertura relativamente larga de 
metabolitos  

• Excelente poder de resolução 
 

• Destrutivo para a amostra 

• Requer derivatização da amostra 

• Requer separação 

• Intervalo de massas limitado (<500 
Da) 

• Resolução de massa limitada 
 

 
LC-MS 

• Excelente sensibilidade (1 nM) 

• Muito baixo volume de amostra (5 
µL) 

• Tecnologia muito flexível 

• Pode ser feito sem separação 

• Excelente para análise de lípidos 

• Cobertura de metabolitos muito larga 

• Largos intervalos de massas 

• Excelente poder de resolução  

• Destrutivo para a amostra 

• Caro  

• Reprodutibilidade modesta 

• Instrumento menos robusto 

• Não deteta compostos voláteis 

 

Comparativamente a LC-MS, GC-MS é menos utilizada em metabolómica possivelmente 

por requerer a volatilização de compostos termicamente estáveis. Ainda assim, GC-MS apresenta 

mais robustez e menor custo [49]. Apesar de todas estas diferenças importantes, apenas serão 

apresentadas em seguida as principais etapas de GC-MS (técnica eleita nesta tese de mestrado), 

já que estas cromatografias também apresentam aspetos análogos, com a exceção da necessidade 

de volatilização característica apenas em GC. 

De modo a facilitar a volatilização dos compostos presentes na amostra, deve-se recorrer a 

protocolos de derivatização, onde os hidrogénios ativos (ligados a O, N ou S) de dada molécula são 

substituídos por grupos que a tornam mais volátil, menos polar e mais termicamente estável [50]. 

Algumas das derivatizações encontradas na literatura são a acilação, alquilação ou a sililação, 

sendo que a sua escolha recai nos objetivos e no tipo de amostra. No caso dos lípidos (objeto de 

estudo desta tese de mestrado), a acilação não é reativa para ácidos carboxílicos e as condições 

da alquilação podem ser muito destrutivas, o que torna a sililação a opção mais apelativa em lipidó-

mica. Nesta reação há a substituição do hidrogénio ativo por um grupo sililo. Algumas vantagens 

práticas de se usarem moléculas derivatizadas em GC são a sua mais fácil deteção, melhor resolu-

ção e diminuição das caudas dos picos do cromatograma. 
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O cromatógrafo de GC (Fig. 6) 

pode dividir-se em 3 partes principais: a) 

porta de injeção (acoplada a uma fonte 

de gás portador); b) coluna cromatográ-

fica (dentro de um forno); c) detetor (MS 

no caso da metabolómica) ligado a um 

sistema de dados (computador) [51]. Re-

sumidamente, a amostra é aspirada por 

uma seringa, cuja agulha se move até 

ao liner da porta de injeção (Fig. 7), onde 

é aquecida (a mais de 200oC) e injetada 

sob a forma de vapor,  entrando na co-

luna com a ajuda do gás portador [52]. A 

injeção na coluna pode realizar-se em 

modo splitless ou split, sendo que no pri-

meiro toda a amostra é encaminhada 

para a coluna e no segundo parte da 

amostra é purgada para os resíduos 

(geralmente numa razão entre 1:10 e 

1:400) [52,53]. O modo de injeção deve 

ser escolhido consoante a quantidade 

de amostra disponível, a concentração dos analitos e o nível de sensibilidade requerido na análise, 

tendo em conta que quanto melhor se detetarem os compostos minoritários, também mais acentu-

adas se apresentarão as impurezas. 

Após a injeção da amostra na coluna (Fig. 8), cada composto particiona-se entre a fase 

móvel e fase estacionária [51,52]. As substâncias que têm menos afinidade para a fase estacionária 

da coluna, infiltram-se menos nesta e permanecem mais na fase móvel, eluindo primeiro (como o 

composto A da Fig. 8). Por outro lado, compostos que se distribuem mais pela fase estacionária 

(como o composto B da Fig. 8), saem mais tardiamente da coluna por se moverem mais lentamente 

dentro desta [51]. Note-se que a tendência de um composto ser atraído para a fase estacionária 

depende da temperatura, eluindo mais com o fornecimento de calor. No final da corrida GC encon-

tra-se um detetor como MS, sendo que se podem usar outros como detetores de condutividade 

térmica (TCD), de ionização de chama (FID), de azoto e fósforo (NPD), de captura de eletrões (ECD) 

ou fotométrico de chama (FPD). Nos cromatogramas resultantes (intensidade do sinal em função 

do tempo de retenção) a área de cada pico é proporcional à quantidade de composto injetada.  

Uma coluna cromatográfica diz-se tanto mais eficiente quanto mais finos forem os picos do 

cromatograma obtido, o que se relaciona com um maior número de pratos teóricos (N, Equação 1), 

onde “tR” é tempo de retenção de um pico e “Wb” se refere à largura da base desse pico [54]. 

Fig. 7 - Etapas sequenciais numeradas de 1 a 5 que 
ocorrem na porta de injeção de GC. Adaptado de [52]. 

Fig. 6 - Esquema representativo de um GC-MS típico. 
Adaptado de [51]. 
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Também a altura equivalente a um prato teórico (HETP, do inglês Height Equivalent to a Theoretical 

Plate) é uma medida comum da eficiência da coluna. Segundo a Equação 2, onde “L” é o compri-

mento da coluna, quanto maior a eficiência da coluna, maior o valor de N e, por isso, menor será o 

valor de HETP. 

𝑁 = 16 × (
𝑡𝑅

𝑊𝑏
)

2

 ………………………………………………………………………... Equação 1 

𝐻𝐸𝑇𝑃 =
𝐿

𝑁
 ………………………………………………………………………………. Equação 2 

𝐻𝐸𝑇𝑃 = 𝐴 +
𝐵

µ
+ 𝐶 × µ ………………………………………………………………… Equação 3 

 

A HETP é ainda expressa pela equação de Van Deemter (Equação 3). Aqui a variável “A” 

representa a difusão de Eddy (apenas aplicável a colunas empacotadas), a variável “B” representa 

a difusão molecular, a variável “C” correlaciona-se com a resistência à transferência de massa e a 

variável “µ” é a velocidade da fase móvel ao longo do sistema GC [54]. A partir da equação de Van 

Deemter (Equação 3) obtém-se a Fig. 9, sendo possível comparar a eficiência dos 3 gases portado-

res mais usados em GC. Com azoto, obtém-se a eficiência máxima (HETP mínima) a uma veloci-

dade mais baixa que com os outros dois gases. A vantagem do hélio e hidrogénio é terem curvas 

menos acentuadas, sendo possível aumentar a velocidade linear sem que se perca muita eficiência. 

Geralmente utiliza-se o hélio em vez do hidrogénio por questões de segurança e também porque a 

maioria dos aparelhos MS estão preparados para serem usados com este gás [53].  

Fig. 8 – Representação da corrida de analitos através da coluna cromatográfica até ao detetor, 
obtendo-se o respetivo cromatograma. Note-se que cada composto (A e B) se particiona entre a 
fase móvel (pico acima da linha horizontal) e fase estacionária (pico abaixo da linha horizontal), 
sendo a linha horizontal a superfície da fase estacionária. Adaptado de [51]. 
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A resolução (R) do cromatograma é a medida da separação de dois picos consecutivos e 

representa-se pela Equação 4, onde “d” representa a separação entre dois picos e “W1” e “W2” são 

as larguras de base dos dois picos em questão. [54] 

𝑅 =
2×𝑑

𝑊1+𝑊2
 ………………………………………………………………………………. Equação 4 

 

Com base nos conceitos acima re-

feridos, existem algumas considerações 

práticas importantes a ter em conta na se-

leção da coluna GC, dependendo claro do 

que for pretendido. A alteração de caracte-

rísticas como espessura de filme, diâmetro 

interno e comprimento da coluna têm efei-

tos nas curvas de Van Deemter do Hélio 

(Fig. 10) e, portanto, na eficiência do sis-

tema. Por exemplo, quanto menor o diâme-

tro interno, mais pratos teóricos existirão 

por metro de coluna mas mais lento será o 

fluxo ótimo. Simultaneamente, haverá uma 

menor capacidade de amostra suportada pela coluna, o que pode ser vantajoso se houver pouca 

(dezenas de ng), mas poderá levar ao “entupimento” da coluna se houver maior quantidade de 

amostra [52]. A capacidade de amostra aumenta com o aumento do diâmetro interno da coluna, o 

aumento da espessura do filme e o aumento da solubilidade [52]. Dada a mesma espessura do 

filme, quanto menor o diâmetro interno, maior será a resolução e menor será o tempo de análise. O 

aumento da espessura do filme melhora a resolução de compostos voláteis e aumenta as tempera-

turas de eluição dos analitos, mas aumenta o tempo de análise. Quanto mais polar for a fase 

Fig. 9 – O gráfico apresenta as curvas de Van Deemter para os gases portadores azoto, hélio e 
hidrogénio, numa coluna de 30m de comprimento, 0,25mm de diâmetro interno e 0,25µm de espes-
sura de filme. Adaptado de [52]. 

Fig. 10 – Efeitos do aumento da espessura de filme 
(df), diâmetro interno (r) e comprimento (l) sobre as 
curvas de Van Deemter do Hélio. Adaptado de [52] 
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estacionária, mais fraca será a retenção de compostos não polares e maior será a retenção de 

compostos polares. [52]  

Espetrometria de massa (MS) 

Os principais compartimentos de MS 

(Fig. 11) são a câmara de ionização (onde as 

moléculas são ionizadas), o analisador de 

massa (onde ocorre a separação das molécu-

las) e o detetor propriamente dito, que transmite 

os sinais detetados para um computador [51].  

 Existem diversas formas de ionização, 

dependendo da fonte usada [55]. Em amostras 

gasosas pode-se usar a ionização por impacto 

de eletrões (EI, do inglês Electron Impact Ioni-

zation) ou a ionização química (CI, do inglês Chemical Ionization). Nas amostras líquidas alguns 

métodos usados são a ionização por eletrospray (ESI, do inglês Electrospray Ionization), a ionização 

química à pressão atmosférica (APCI, do inglês Atmospheric Pressure Chemical Ionization) ou a 

fotoionização à pressão atmosférica (APPI, do inglês Atmospheric Pressure Photo Ionization). Já 

nas amostras sólidas, recorre-se mais frequentemente à ionização e dessorção a laser assistida por 

matriz (MALDI, do inglês Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization).  

Na Fig. 12a encontra-se representada uma câmara de ionização onde acontece a EI. Resu-

midamente, há um fluxo de eletrões a serem emitidos em direção ao fluxo de amostra vindo da 

coluna GC e que são acelerados à diferença de potencial de 70 eletrões Volt (convenção usada 

para que a biblioteca dos espetros possa ser mais facilmente comparada entre diferentes sistemas 

MS) [54]. O embate dos eletrões com as moléculas vindas do GC leva a que estas percam um 

eletrão e ganhem alguma energia, resultando em iões positivos. Devido ao excesso de energia, 

alguns destes iões poderão ainda fragmentar-se ou rearranjar-se. Por sua vez, o “repelente” (Fig. 

12a) encaminha os iões da câmara de ionização para o analisador de massa (Fig. 12b), onde as 

moléculas progridem por ordem de m/z (razão massa/carga). Existem vários tipos de analisadores 

de massa disponíveis, com diferentes geometrias, estando os mais comuns comparados na  

Tabela 2 [56]. O quadrupolo é dos analisadores mais simples, baratos e robustos, sendo 

uma escolha frequente em acoplamentos GC-MS [51,56], à semelhança do que ocorre no presente 

trabalho. Este analisador (Fig. 12b) é composto por 4 cilindros paralelos, onde se aplica uma cor-

rente de tensão contínua (cilindros adjacentes têm sinais opostos) e os sinais da tensão são rapida-

mente revertidos, o que provoca uma rápida atração e repulsão entre cilindros, por parte dos iões. 

Além disso, também se aplica uma radiofrequência aos cilindros e a sua combinação com a tensão 

faz com que iões de apenas uma razão m/z (iões ressonantes à radiofrequência aplicada) passem 

Fig. 11 – Componentes de MS. Adaptado de [51]. 



13 
 

através do quadrupolo até ao detetor. Os restantes iões (não ressonantes) são destruídos ao atin-

girem os cilindros ou sugados pelo vácuo. Diferentes razões radiofrequência/tensão são usadas 

para se filtrarem rapidamente diferentes razões m/z.  

 

Tabela 2 - Comparação entre os analisadores de massa mais usados. Adaptado de [56]. 

 Quadrupolo Trapa de iões 
Tempo de 

voo 
Orbitrap FT-ICR 

Intervalo m/z 
(amu) 

< 3 000 < 20 000 
Virtualmente 

infinito 
< 6 000 

< 30 
000 

Exatidão da 
massa (ppm) 

> 100 < 30 5 – 100 < 1 – 2 < 0,6 

Resolução da 
massa (FWHM) 

< 3 000 < 5 000 5 000 – 40 000 > 240 000 2,5×106 

Taxa de scans 
(Hz) 

0,5 – 4 1 – 10 20 – 200 0,3 1 

Quantificação 
Boa – Muito 

boa 
Fraca Média – Boa Média Média 

Manuseamento Fácil Fácil Fácil – Médio Médio Difícil 

Custos (k€) < 150 < 150 < 250 < 500 < 1 000 

a) b) 

c) 

Fig. 12 – Funcionamento dos principais constituintes de MS: a) fonte de ionização por impacto de 
eletrões, Adaptado de [54]; b) Analisador de massa, quadrupolo, Adaptado de [51][54]; c) Detetor, 
multiplicador de eletrões de dínodo contínuo. Adaptado de [122]. 
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 Por fim, com a chegada ao detetor, a intensidade de cada tipo de ião é detetada e transfor-

mada em sinais elétricos, posteriormente convertidos em sinais digitais que são enviados para um 

computador [51]. Dos vários disponíveis, o multiplicador de eletrões (EM, do inglês Electron Multi-

plier) de dínodo contínuo é o mais usado (Fig. 12c). Neste caso, os iões vindos do analisador de 

massa embatem contra a superfície semicondutora do detetor EM e libertam uma cascata de 

eletrões. Estes são acelerados, através de uma diferença de potencial, para uma outra porção (cada 

vez mais próxima do final da estrutura do detetor) da superfície semicondutora, onde se liberta uma 

nova cascata de eletrões, ainda maior que a anterior. O processo repete-se até que a intensidade 

do sinal original tenha sido amplificada cerca de 1 milhão de vezes. 

Como se observa na Fig. 13, no final de todas as etapas de MS, acoplada a uma cromato-

grafia existe um espetro de massa (com a intensidade de cada tipo de ião em função da razão m/z) 

associado a cada ponto temporal do cromatograma. Cada composto tem um padrão de fragmenta-

ção único, havendo bibliotecas (como NIST e HMDB) e softwares (como GCMS Postrun Analysis) 

que ajudam na identificação das moléculas. Especificamente em EI, existem dois mecanismos pos-

síveis para se clivar cadeias de carbono após ionização: por clivagem α e por formação de carbo-

catiões [52]. É ainda possível a fragmentação de um ião através da perda de partículas neutras 

estáveis, como H2O, CO, CO2, NO, HCN, HCl, R-COOH e alcenos [52].  

Durante a interpretação dos espetros é importante ter em conta a possível coeluição de 

moléculas diferentes mas com propriedades semelhantes (polaridade ou temperatura de ebulição, 

por exemplo), a deteção de contaminantes externos (como ftalatos de plásticos usados em passos 

preparativos da amostra) ou internos ao sistema GC-MS (como silanos resultantes do “sangra-

mento” da fase estacionária da coluna capilar), entre outros. 

Fig. 13 – Esquema de um cromatograma (abaixo) com os vários espetros de massa 
associados (acima). Adaptado de [52]. 
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Identificação de espécies lipídicas trimetilsililadas através de espetros EI-Q-MS 

À semelhança do ácido palmítico (Fig. 14a), os espetros de massa de SFAs derivatizados 

por trimetilsililação são caracterizados pelos iões [M – 15]+, 73, 75, 117, 129, 132 e 145 que se 

obtêm segundo os mecanismos presentes na Fig. 15 [57]. Neste ácido gordo em particular (Fig. 

14a), os iões com m/z 117, 129, 132 e 145 apresentam as abundâncias respetivas de 100%, 

28,58%, 25,88% e 19,10%. O ião molecular M+ (m/z 328) tem uma abundância relativa de 1,93% e 

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0
0

50

100 117

73

313

1325543
95 201 269185105 285159 328171 243229 299213

a) Ácido palmítico 

b) Ácido oleico 

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0
0

50

100 117
73

55
129

33996
41 145

199 222185 264171 241 354227 311295281

c) 1-Monomiristina 

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0

50

100 343

73

211147

129
95 117

43
285201 431175 299 367257243 314 391

d) 1,3-Dipalmitina 

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
0

50

100 371

57

239
71 129 31397 385

626189 314257 423 550507479451 568 596

e) Colesterol 

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0

50

100 129

36832995
73 107

57 353
161 255 458213173 275 443301 430401

Fig. 14 – Espetros de massa de 5 compostos pertencentes às hAMSCs osteoinduzidas (dia 1) deste 
trabalho. a) Espetro de ácido palmítico trimetilsililado. b) Espetro de ácido oleico trimetilsililado. c) 
Espetro de 1-monomiristina trimetilsililada. d) Espetro de 1,3-dipalmitina trimetilsililada. e) Espetro 
de colesterol trimetilsililado. 
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ião [M – 15]+ (m/z 313), que resulta da clivagem de um grupo metilo (Fig. 15), tem uma abundância 

relativa de 45,43%, fazendo parte dos picos mais intensos. Verifica-se ainda a existência dos iões 

com m/z 73 e 75 (muito comuns nos espetros da maioria dos compostos derivatizados por 

Fig. 15 – Fragmentações que originam os vários iões visíveis em espetros de massa por EI, comuns 
em ácidos gordos livres e outros compostos trimetilsililados. a) Origem do ião [M-15]+ a partir do ião 
molecular M+, ambos comuns nos espetros de todos os compostos trimetilsililados. b) Origem do 
catião m/z 73, comum em muitos compostos trimetilsililados. c) Origem do catião m/z 75, comum 
em muitos compostos trimetilsililados. d) Origem do catião radical m/z 132, que por sua vez dá 
origem ao catião m/z 117, tipicamente associados a ácidos gordos livres trimetilsililados. e) Origem 
do catião radical m/z 145, que por sua vez dá origem ao catião m/z 129, tipicamente associados a 
ácidos gordos livres trimetilsililados. Adaptado de [57]. 
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trimetilsililação), com abundâncias relativas de 76,12% e 47,66%, respetivamente. Por outro lado, 

os UFAs são de mais difícil identificação por sofrerem migração das ligações duplas sob condições 

de ionização EI [58], podendo recorrer-se padrões externos para facilitar este processo. Por exem-

plo, no espetro do ácido oleico trimetilsililado (Fig. 14b) notam-se os picos dos iões com m/z 73, 75, 

117, 129, 145 e 339 ([M – 15]+). Note-se que, em colunas cromatográficas pouco polares (como a 

utilizada neste trabalho), a conformação cis dos FAs monoinsaturados (ex: ácido oleico C18:1) elui 

antes da conformação trans (ex: ácido elaídico C18:1) [59]. Além disso, a ordem de eluição dos FAs 

é feita por ordem crescente do tamanho da cadeia de carbonos [59]. Os UFAs com o mesmo número 

de carbonos eluem antes do SFA correspondente e quantas mais ligações duplas, mais cedo saem 

da coluna [59]. Exemplo disso são os FAs de 18 carbonos C18:2, C18:1 cis, C18:1 trans e C18:0. 

  No caso dos MGs trimetilsililados (Fig. 14c, Fig. 16 e Fig. 17), os seus espetros caracterís-

ticos diferem consoante o MG seja alfa (FA ligado ao primeiro grupo hidroxilo do glicerol) ou beta 

(FA ligado ao segundo grupo hidroxilo do glicerol). No exemplo dado na Fig. 14c, a 1-Monomiristina 

é um MG alfa e os seus iões diagnósticos são m/z 205 e 343, tal como o ião [M – 15]+ de m/z 431 

[57]. Um exemplo da formação destes primeiros fragmentos está representado na Fig. 16, sendo 

que o pico m/z 343, neste caso advém da soma do peso molecular do ácido mirístico (228 g/mol) a 

m/z 115. Por outro lado, os MG beta (Fig. 17) têm como picos principais os m/z 103, 129, 191, 203 

e 218, bem como os iões [M – 15]+ e [FA – H + Si(CH3)2)]+ (m/z 313 no caso do ácido palmítico, por 

exemplo) [57]. 

m/z 474 

C9H19 

C9H19 

Fig. 16 – Iões típicos provenientes de MGs alfa. Exemplo dado com 1-monopalmitina, 
formando-se o ião m/z 205 comum em todos os MGs alfa e o ião m/z 371, específico 
da 1-monopalmitina. Este último advém da soma entre o peso molecular do FA em 
questão (ácido palmítico – 256 g/mol) e 115. Adaptado de [57]. 
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 Os DGs trimetilsililados também se fragmentam de modo diferente caso os ácidos gordos 

estejam ligados aos grupos hidroxilo 1 e 2 ou 1 e 3. Neste trabalho identificou-se o DG 1,3-Dipalmi-

tina (Fig. 14d) sendo os iões mais importantes o [M – 15]+ (m/z 626), o [M – acilo]+ (m/z 385), o m/z 

371 (Fig. 16) e o m/z 313 (Fig. 17) [57]. 

 Por fim, o colesterol trimetilsili-

lado tem como picos característicos o 

ião molecular M+ (m/z 458), o ião [M – 

15]+ (m/z 443), o ião [M – (TMS-OH)]+ 

(m/z 368), o ião [M – (TMS-OH) – CH3
•]+ 

(m/z 353), o ião [M – 129]+ (m/z 329) e 

o ião m/z 129 (fragmentação ilustrada na 

Fig. 18) [57]. 

 

 

 

 

 

C8H17 C8H1

7 

C8H17 

m/z 458 

Fig. 18 – Fragmentação do colesterol trimetilsililado no ião 
m/z 129. Adaptado de [57]. 

Fig. 17 – Formação dos iões característicos de um MG beta trimetilsililado, neste caso 
exemplifica-se a 2-monopalmitina, com o ião específico [FA – H + Si(CH3)2)]+ de m/z 313 
e os iões m/z 103, 191, 203 e 218 comuns a todos os MG beta. Adaptado de [57]. 
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Análise estatística dos dados 

 Devido à grande quantidade de dados gerados em análises lipidómicas baseadas na técnica 

MS, há vários métodos estatísticos de tratamento de dados que facilitam a interpretação dos resul-

tados e a comparação com outros estudos [60]. Temos à nossa disposição ferramentas que permi-

tem a análise de variáveis individualmente ou em conjunto (análise univariada e multivariada, res-

petivamente). 

Os testes univariados são mais facilmente interpretados, sendo por vezes usados para uma 

triagem preliminar ou de forma a complementar a análise multivariada [61]. No caso de dados com 

distribuição normal, pode-se aplicar testes t ou ANOVA (Análise de variância), por exemplo. Se os 

dados não tiverem uma distribuição normal (ou se a distribuição normal não se possa avaliar devido 

ao pequeno número de amostras), recorre-se a testes não paramétricos como o teste Wilcoxon 

rank-sum ou o teste Kruskal-Wallis. Entre as técnicas estatísticas multivariadas, geralmente co-

meça-se por métodos supervisionados como a análise de componentes principais (PCA, do inglês 

Principal Component Analysis), para capturar diferenças intrínsecas independentes das classes em 

estudo. Em seguida aplicam-se métodos não supervisionados, como a análise discriminante pelo 

método de mínimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglês Partial Least Squares Discriminant 

Analysis), de forma a otimizar a separação metabólica entre os grupos em estudo.   

 

1.5. Estado da arte de estudos metabolómicos na osteogénese de SCs estaminais (MSCs) 

Os estudos metabolómicos em SCs recorreram maioritariamente a MS, comparativamente 

a espectroscopia de RMN, tal como se pode observar na Fig. 19A, onde também é claro o crescente 

interesse nesta área, especialmente nos últimos 6 anos [62]. Apesar de haver outros tópicos impor-

tantes a serem explorados (detalhados na Fig. 19B), a diferenciação tem sido até agora o foco 

principal da maioria dos estudos. Como a presente tese incide especificamente na osteogénese, 

neste capítulo serão descritos os estudos metabolómicos realizados até ao momento centrados 

neste tipo de diferenciação. Como os lípidos desempenham um papel essencial como componentes 

estruturais e na regulação do comportamento de SCs [63], a lipidómica é uma área emergente neste 

contexto específico, contudo ainda existem relativamente poucos estudos dedicados à diferenciação 

osteogénica. Desta forma, tentar-se-á sempre que possível relacionar o metaboloma apolar e polar.  
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Fig. 19 – Estudos metabolómicos em células estaminais. (A) Número de estudos por ano em função 
da técnica analítica empregue. (B)  Número de estudos nos principais tópicos estudados até à data. 
Adaptado de [62]. 
 

1.5.1. Estudos por LC-MS 

Provavelmente devido à mais ampla deteção de moléculas, especialmente de moléculas 

maiores de difícil volatilização (processo necessário em GC-MS) [64], a técnica LC-MS tem sido a 

mais empregue nos artigos de exploração metabolómica no contexto da osteogénese. Até à data, a 

maioria dos estudos incidentes na osteogénese recorreram a MSCs isoladas da medula óssea 

[25,65–68]. Regra geral, analisaram-se compostos polares [65–67], seguindo-se alguns exemplos 

onde estudaram apolares [69–71], sendo raro o estudo completo e detalhado dos perfis lipídicos. 

Enquanto alguns estudos promoveram a osteogénese em meios osteoindutivos mais clássicos 

[65,68,71,72], a maioria dos estudos encontrados tiraram partido das propriedades físicas dos bio-

materiais, induzindo-se a osteogénese principalmente através de nanotopografia e estímulos mecâ-

nicos [66,69,70,73–78].  
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Indução osteogénica em superfícies nanotopográficas 

As superfícies nanotopográficas foram das primeiras estratégias indutoras de osteogénese 

a ser abordadas em estudos metabolómicos [67,73,79]. Inicialmente, estudou-se o efeito de subs-

tratos derivados de titânio formados por nanopilares de diferentes alturas durante 7 dias, com 15 

nm a demonstrar o processo de osteogénese mais eficaz em hBMMSCs [66]. Nesta condição, os 

autores pensam que o aumento de ácido linoleico e lipoato (antioxidantes) ajudaram na promoção 

da osteogénese, uma vez que a modulação do estado redox foi previamente sugerido como requisito 

na diferenciação de outras SCs [80]. Além da sua função antioxidante, o ácido lipóico (ácido conju-

gado do lipoato) é um importante cofator na cadeia transportadora de eletrões da respiração aeró-

bica, pensando-se que o seu aumento facilitou a transição de um estado indiferenciado para células 

diferenciadas [81]. O aumento da esfingosina (lípido membranar) observado foi relacionado com a 

prevenção da acumulação de osteoclastos in vivo na interface osso-implante [66]. Por último, o 

aumento da maioria dos aminoácidos está em concordância com outros estudos em que houve um 

aumento geral da demanda metabólica de células durante o processo de osteogénese [82]. Noutro 

estudo [78], recorrendo a nanosuperfícies com pontos, observou-se que o espaçamento irregular 

entre estes se traduzia na osteoindução (por se formarem adesões mais compridas), enquanto que 

o espaçamento equidistante dos pontos resultava na manutenção do estado de multipotência de 

hMSCs (células com adesões mais curtas). Adicionalmente, os autores identificaram a integrina β3 

(recetor transmembranar envolvido em adesões célula-célula e célula-matriz extracelular) como res-

ponsável pela sensibilidade ao ambiente topográfico (pontos mais ou menos distantes, neste caso). 

Enquanto que o perfil metabólico das hMSCs cultivadas em pontos equidistantes sofreu poucas 

alterações nos primeiros 3 dias de culturas, a nanotopografia irregular promotora de osteogénese 

resultou no aumento de metabolitos envolvidos no metabolismo de aminoácidos (ornitina, pantote-

nato, oxoprolina, colina, 4-guanidinobutanoato, entre outros), de hidratos de carbono (arabinonato, 

xilulose, ácido glucónico, entre outros) e de lípidos (dietanolamina, acetilcolina, entre outros) [78]. 

Os autores sugeriram que estas diferenças metabólicas se possam relacionar com as vias de sina-

lização ERK1/2 (do inglês Extracellular signal-Related Kinase 1/2), JNK (do inglês c-Jun N-terminal 

kinase) e LDL (do inglês Low-Density Lipoprotein).  

Posteriormente, recorreram a superfícies nanotopográficas baseadas em policaprolactona 

e corpos de inclusão bacteriana (IB) com propriedades variáveis (topografia, rigidez e molhabilidade) 

por forma a induzir a osteogénese de MSCs [73]. Como pode observar-se na Fig. 20, ao fim de 7 

dias de cultura notou-se uma hiperatividade metabólica generalizada (principalmente em IB do tipo 

ClpA-, os mais osteoindutivos), caracterizada pelo aumento de metabolitos importantes no metabo-

lismo de hidratos de carbono como a frutose/manose (sorbitol) e o glioxilato/dicarboxilato (2-hidroxi-

3oxoadipato), metabolismo de nucleótidos (envolvidos no metabolismo da purina e pirimidina), me-

tabolismo de lípidos (como a citidina difosfato etanolamina, necessária na síntese de glicerofosfolí-

pidos) e da biossíntese de ácidos gordos [73]. Posteriormente, avaliaram-se hBMMSCs cultivadas 

em nanointerfaces com regulação da percentagem de adesão célula-nanointerface, sendo que mais 
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adesões promoveram a diferenciação os-

teogénica (devido ao aumento das ten-

sões intracelulares) e menos adesões in-

duziram a adipogénese [74]. Nas 

hBMMSCs osteoinduzidas, verificou-se 

uma diminuição de lípidos insaturados (4-

hidroxinonenal, 3-nonenal,  ácido 2E,4E-

undecadienóico, 2-heptanal, ácido (+)-7-

isojasmónico, (2E,4E)-hepta-2,4-dienal) 

ao longo dos 7 dias analisados, o que vai 

de encontro de outros estudos que asso-

ciam a diferenciação de vários tipos de 

SCs a um perfil lipídico cada vez mais sa-

turado [63]. Contudo, analisando MSCs 

num estado mais avançado de osteogé-

nese, Levental et al. [25] demonstra o en-

riquecimento em ácidos gordos longos e 

insaturados ao longo da diferenciação.  

Estudou-se  também a interação entre hAMSCs e um nanocomposto 3D formado por poliu-

retano, nano-hidroxiapatita e partículas de osso descelularizadas, durante 5 dias [75]. A partir de 

dados metabolómicos e transcriptómicos, os autores notaram a importância das vias de sinalização 

de HH (do inglês HedgeHog), Wnt (do inglês 

Wingless-related iNTegration site) e BMP na 

osteogénese neste nanocomposto 3D [75]. 

Numa publicação muito recente [77] estudou-

se o efeito de micropartículas nanotopografica-

mente texturizadas (Fig. 21A) na indução oste-

ogénica de hBMMSCs, analisando-se o exo-

metaboloma ao dia 15, sendo que as células 

exibiram exometabolomas claramente diferen-

tes consoante as micropartículas em que eram 

cultivadas (Fig. 21B). As células cultivadas so-

bre micropartículas texturizadas com sulcos 

apresentaram a resposta osteogénica mais in-

tensa, caracterizando-se por hiperatividade 

das vias da biossíntese de aminoacil-tRNA, do 

metabolismo de aminoácidos e metabolismo 

energético, bem como o aumento de diversas 

Fig. 20 – Principais vias metabólicas alteradas du-
rante a osteogénese promovida por corpos de inclu-
são bacteriana de diferentes características deriva-
dos do wild-tipe (wt), nomeadamente ClpA-, ClpP- e 
DnaK-. Adaptado de [73]. 
 

Fig. 21 – A) Imagem de microscopia eletrónica de 
varredura das micropartículas (NPs) lisas e com 
sulcos. B) Gráficos de scores de PLS-DA ortogo-
nal a comparar os exometabolomas das células 
cultivadas com NPs lisas (SM) e NPs com sulcos 
(DIMP). Adaptado de [77]. 

MPs lisas     MPs com sulcos 
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espécies lipídicas, incluindo um derivado da vitamina D3, a lisofosfatidilcolina(18:0) e diversos áci-

dos gordos (como os ácidos araquidónico, 2-amino-tetradecanóico, esteárico, acetoacético, oleico 

e hexadecanóico) [77]. Com base nos resultados obtidos, os autores consideraram as vias ERK, da 

IL-6 e da JNK muito relevantes para a osteogénese. Destacou-se também o metabolismo da argi-

nina (auxiliando a regeneração óssea através da produção de óxido nítrico) [83] e prolina (um com-

ponente crucial do colagénio) [84]. Por fim, os autores sugerem que a osteoindução pronunciada 

esteja relacionada com o aumento da atividade da iNOS (do inglês inducible Nitric Oxide Synthase) 

e subsequente aumento da produção de óxido nítrico [85].  

Osteoindução por suplementação do meio de cultura 

Tirando partido de uma abordagem mais clássica de indução osteogénica (suplementação 

do meio de cultura), Surrati et al. [72] estudaram o exometaboloma de BMMSCs de ratinhos aos 

dias 5, 10 e 15. A Fig. 22A apresenta os resultados da análise supervisionada PLS-DA ortogonal 

Fig. 22 – Gráficos de scores de PLS-DA ortogonal de meios de cultura comparando: a) meios 
com e sem exposição a células (meios controlo e osteogénico comparado com meios branco), 
b) trajetória metabólica das amostras controlo, c) trajetória metabólica das amostras osteogé-
nicas (OS).  Adaptado de [72]. 
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obtidos, mostrando a aquisição de perfis metabólicos totalmente diferentes entre os meios controlo 

(basal), osteogénico (com dexametasona) e brancos (sem exposição a células). Além disso, as cé-

lulas cultivadas em meios controlo e osteogénico exibiram claras e diferentes trajetórias metabólicas 

(Fig. 22B,C). Mais especificamente, a diferenciação foi relacionada com a diminuição de glicerol-3-

fosfato e o aumento de citrato, cis-aconitato, 2-oxoglutarato, glutamato, succinato e de metabolitos 

resultantes do metabolismo de β-glicerofosfato (glicerol e ortofosfato). Foi sugerido que o aumento 

do ortofosfato inibe a enzima ALP (fosfatase alcalina, do inglês ALkaline Phosphatase), evento que 

ocorre numa fase mais avançada de diferenciação osteogénica [86]. Relativamente ao 2-oxogluta-

rato (precursor da hidroxiprolina, um aminoácido essencial útil na proteção óssea), o seu aumento 

significativo no meio osteogénico pode estar relacionado com a proteção óssea [87]. Além de estar 

relacionado com o ciclo de Krebs, o aumento extracelular do citrato mostrou-se extremamente im-

portante na nanoestrutura orgânica do osso [88]. Outros compostos, como o succinato e a deso-

xiuridina (envolvida na síntese de nucleósidos [89]), demonstraram um padrão semelhante no con-

trolo e na osteogénese [72], estando possivelmente relacionados com a permanência em cultura, 

independentemente do estado de diferenciação.  

Mais recentemente, examinaram-se extratos lipídicos de MSCs provenientes de tecido adi-

poso (AMSCs) e muscular (MMSCs) de coelhos, sujeitas à osteogénese [71]. Independentemente 

do tecido de origem, no final da osteogénese (dia 21) destacaram-se 3 N-Acilfosfatidiletanolaminas 

(NAPEs, do inglês N-AcylPhosphatidylEthanolamines), sendo que a NAPE 58:2+NH4 (-FA 17:0 

(NH4)) e a NAPE 56:2+NH4 (-FA 17:0 (NH4)) aumentaram e a NAPE 54:7+NH4 (-FA 17:0 (NH4)) 

diminuiu, podendo servir como biomarcadores da diferenciação osteogénica. Por ação da enzima 

NAPE-PLD (do inglês N-acyl-Phosphatidyl Ethanolamine-specific PhosphoLipase D), as espécies 

NAPEs são transformadas em moléculas que interagem com os recetores canabinóides tipo 1 e tipo 

2 (CB1 e CB2) [90]. Deste modo, os autores [71] pensam que a sobreexpressão destas espécies 

NAPEs se relaciona com a de recetores canabinóides característico da osteogénese em MSCs [91]. 

Além disso, sabe-se que a estimulação do CB-2 aumenta a formação de osso e limita a sua reab-

sorção [92].  

Também se explorou o efeito da adição do carotenóide astaxantina (precursor da vitamina 

A) na osteogénese de BMMSCs de ratos, passados 21 dias em cultura [68]. Houve o aumento de 

ácido oleico e de lisofosfatidilcolina 21:4(6Z,9Z,12Z,15Z) e a diminuição de ácido palmítico e de 

lisofosfatidilcolina P-17:0. O enriquecimento em ácido oleico foi sugerido como medida preventiva 

da morte celular induzida por ácido palmítico [93]. A mineralização das células expostas a astaxan-

tina foi superior às células controlo, indicando a importância deste composto na osteogénese. Ob-

servou-se ainda que os níveis de fosfolípidos eram mais elevados nos osteoblastos do que nas 

células indiferenciadas, podendo servir como marcador da diferenciação osteogénese [68]. A asta-

xantina também teve impacto nos níveis de vários metabolitos polares, com o aumento de metionina, 

tirosina e ácido o-cumárico e a diminuição de lisina, ácido L-pipecólico, histidina, arginina, frutose e 

aspartato. As vias metabólicas mais afetadas pelo tratamento com astaxantina foram o metabolismo 



25 
 

da fenilalanina, a biossíntese de fenilalanina, tirosina e triptofano e ainda a biossíntese de pantote-

nato e CoA [68].  

Muito recentemente, foi reportado um estudo simultâneo dos endo- e exo-metabolomas aos 

dias 0, 14 e 21 da osteogénese [65]. Salienta-se que os autores recorreram a uma linhagem celular 

imortalizada [94], não refletindo necessariamente as alterações metabólicas decorrentes da diferen-

ciação em MSCs não modificadas geneticamente. Nas células osteoinduzidas, o aumento intrace-

lular de sacaropina, pipecolato e ácido alfa-aminoadípico relacionou-se com a degradação da lisina 

contribuindo, respetivamente, para o equilíbrio geral de azoto, a conversão controlada de lisina em 

corpos cetónicos e a formação de colagénio (proteína também presente no osso) [95–97]. Outras 

vias que se destacaram durante a osteoindução estavam relacionadas com o metabolismo da argi-

nina e da prolina, devido ao aumento intracelular de glutamato 5-semialdeído, citrulina, S-adenosil-

L-metionina, 4-hidroxi-2-oxoglutarato e acetilputrescina  [65]. A prolina é um aminoácido constituinte 

do colagénio [97] e a arginina é importante na cicatrização óssea, pela sua conversão em citrulina 

e óxido nítrico [83]. A hidantoína-5-propionato e 4-imidazolona-5-propanoato, que aumentaram ex-

tracelularmente durante a osteogénese, são metabolitos da histidina, aminoácido este que por sua 

vez diminuiu intracelularmente neste processo [65].  

Efeito de nanovibrações na diferenciação osteogénica 

Recentemente, um grupo de investigadores estudou detalhadamente o efeito de nanovibra-

ções na diferenciação osteogénica de hBMMSCs, desenvolvendo e aperfeiçoando um biorreator 

nanovibracional [69,70,76].  Em 2017 analisaram o efeito de nanovibrações (1 kHz) em hidrogéis de 

colagénio 3D, bem como a influência dos canais TRPV (do inglês Transient Receptor Potential ca-

tion channels) e da PKC (do inglês Protein Kinase C) na osteogénese [76]. Notaram no 5º dia de 

diferenciação o aumento de metabolitos envolvidos nas vias de sinalização ERK e Wnt, acontecendo 

o oposto com a inibição de TRPV e PKC, o que indicou a importância da via TRP-β-catenina no 

processo de osteogénese por nanovibrações. Também houve um aumento de diversos metabolitos 

do metabolismo energético (perfis de hidratos de carbono e de lípidos), relacionados com as vias 

de sinalização da adesão, da tensão citoesquelética, da ERK1/2, da BMP2 e do Wnt/cálcio [76]. 

Mais recentemente, foram comparadas diferentes amplitudes nanovibracionais, mostrando-se uma 

separação muito clara no 14º dia de osteogénese entre grupos testados (0, 30 e 90 nm) [70]. As 

hBMMSCs estimuladas com a maior amplitude (90 nm), que se revelou aquela com maior eficácia 

osteogénica, exibiram um enriquecimento em metabolitos intermediários da glicólise, via das pento-

ses-fosfato (PPP, do inglês Pentose Phosphate Pathway), ciclo de Krebs, fosforilação oxidativa e β-

oxidação. A consequente geração de ROS (do inglês Reactive Oxygen Species) e de marcadores 

de inflamação como IL-6 e NFκB (do inglês Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated 

B cells) é invertida, em seguida, por vias de equilíbrio redox como PPP e SOD (Superóxido Dismu-

tase) e vias de mediação de inflamação. Este tipo de resposta relaciona-se com as fases iniciais da 

regeneração de fraturas ósseas [14]. Os autores reportam ainda o aumento de vários canais iónicos  
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mecanosensíveis (TRP, do inglês, Transient Receptor Potential) responsáveis pela transdução de 

forças vibracionais [70,98]. O incremento da expressão de integrinas observado traduziu o aumento 

no nível de adesões requerido aquando da osteogénese [70]. Muito recentemente, compararam 

células osteoinduzidas pelas nanovibrações às submetidas ao meio osteoindutivo clássico, as quais 

demonstraram perfis metabólicos semelhantes no 14º dia de osteogénese [69]. Curiosamente, no 

dia 7 notaram-se algumas diferenças, indicando a provável modulação de diferentes vias. De facto, 

a via JNK aumentou no grupo das nanovibrações e diminuiu no grupo do cocktail osteoindutivo, 

sendo sugerida como potenciadora de uma diferenciação osteogénica mais eficiente [69]. Adicio-

nalmente, testaram-se potenciais compostos osteoindutores com base no consumo de metabolitos 

específicos presentes no meio de cultura ao longo primeira semana de osteogénese, selecionando-

se o sulfato de colesterol (Fig. 23a) como o mais eficaz. Este esterol da membrana celular contribui  

 

para o suporte estrutural e funciona como uma molécula reguladora associada à família do TGFβ, 

fazendo também parte desta família a BMP2, que contém propriedades osteogénicas [99][100]. Em 

busca de maior potência e especificidade osteoindutiva, testaram outros potenciais osteoindutores 

com estruturas moleculares semelhantes ao sulfato de colesterol e à dexametasona (esterol co-

mummente usado na suplementação osteoindutiva - Fig. 23b), onde se destacou o mineralocorti-

cóide e glucocorticóide acetato de fludrocortisona (Fig. 23c) [69]. Neste estudo, o acetato de fludro-

cortisona e a dexametasona (metabolizados no interior das células) aumentaram a tensão citoes-

quelética, mas o sulfato de colesterol não. Este último, ao ficar retido na membrana celular, afetou 

as propriedades mecânicas das células. Por outro lado, o acetato de fludrocortisona e o sulfato de 

colesterol diminuíram a rigidez celular, ao contrário da dexametasona. 

 

1.5.2. Estudos por GC-MS 

 O lipidoma de MSCs aos longo da diferenciação osteogénica ainda não foi explorado em 

detalhe por GC-MS, salientando-se nesta secção os únicos dois artigos que se basearam nesta 

técnica analítica. É de notar que o metaboloma polar de MSCs já foi mais explorado por GC-MS, 

apresentando-se na Fig. 24 um cromatograma típico destas células. Apesar de se recorrer menos 

a GC-MS na metabolómica da osteogénese de MSCs, esta é uma técnica importante, capaz de uma 

melhor separação entre metabolitos, a uma fração do custo de LC-MS [101].  

a) b) c) 

Fig. 23 – Estruturas de compostos osteoindutivos derivados de colesterol. a) Sulfato de colesterol. 
b) Dexametasona. c) Acetato de fludrocortisona. Adaptado de [69]. 
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Em 2017, recorreu-se a GC-MS para comparar a eficiência osteogénica entre dexameta-

sona e BMP-2 em MSCs do sangue do cordão umbilical  de humanos aos dias 7, 14 e 21 de culturas 

[102]. Como pode constatar-se comparando as Fig. 25A e Fig. 25B, a osteogénese foi menos efici-

ente com BMP-2, obtendo-se no dia 21 um perfil metabólico mais distinto dos osteoblastos primá-

rios. Logo a partir do dia 7, no grupo tratado com dexametasona, houve aumentos significativos de 

colesterol e precursores de glicerolípidos e de fosfolípidos (glicerol e myo-inositol). Além destas, 

muitas outras alterações metabólicas decorreram da osteogénese com ambos os osteoindutores 

(Fig. 26), tendo-se observado um atraso de 7 dias por parte do grupo BMP-2 em grande parte destas 

relativamente ao grupo da dexametasona. Ao fim da diferenciação, em relação aos osteoblastos 

primários, as células tratadas com BMP-2 exibiam níveis inferiores de precursores de glicerolípidos, 

e superiores de precursores de fosfolípidos, enquanto as células do grupo da dexametasona apre-

sentavam níveis superiores de precursores de lípidos. Os autores propuseram que a ativação me-

tabólica mais intensa no grupo da dexametasona resultava da necessidade de moléculas mais sim-

ples (como aminoácidos e lípidos) que apoiassem o processo de diferenciação [102]. Durante a 

Fig. 24 – Cromatograma de GC representativo do metaboloma polar de células estaminais 
mesenquimais de medula óssea humana. Adaptado de [123] 
 

Fig. 25 – Gráfico de scores de PCA comparando a ação da dexametasona e de BMP-2 (Bone 
Morphogenetic Protein 2) aos dias 7, 14 e 21 de cultura com células estaminais mesenquimais 
e com osteoblastos primários. Adaptado de [102].  
 



28 
 

diferenciação, os autores descrevem uma transição da glicólise para a fosforilação oxidativa, apoi-

ando estudos anteriores [103], sendo que no final da experiência (dia 21) o grupo da dexametasona 

apresentou diminuição das taxas glicolíticas, da atividade do ciclo de Krebs e da glutaminólise [102].  

Mais recentemente, o mesmo grupo de investigadores explorou a osteogénese, desta vez 

em culturas 3D [104], onde se encapsularam MSCs em diferentes hidrogéis de alginato oxidado 

(ADA, do inglês alginate di-aldehyde). Ao fim da experiência (dia 21), os hidrogéis ADA funcionali-

zados com um péptido de glicina-histidina-lisina (GHK) induziram uma osteogénese mais eficaz, 

com as células diferenciadas a exibirem perfis metabólicos mais homogéneos entre si e semelhan-

tes aos osteoblastos primários [104]. À semelhança do estudo anterior, o dia 21 caracterizou-se pela 

diminuição das vias da glicólise, do ciclo de Krebs, da glutaminólise e do ciclo da ureia, refletido pelo 

decréscimo da glucose, piruvato, intermediários do ciclo de Krebs, glutamina, ureia e ácido N-aceti-

lglutâmico [104]. Outra tendência observada foi o aumento do nível dos lípidos, relacionado com 

Fig. 26 – Principais alterações metabólicas em timepoints consecutivos decorrentes da osteo-
génese promovida por Dex (dexametasona) e BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2). Consi-
derou-se como início da experiência células indiferenciadas (U) e o último dia foi diretamente 
comparado com osteobastos primários (O). Níveis aumentados e diminuídos foram representa-
dos por vermelho e verde, respetivamente. Adaptado de [102]. 
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aumento da atividade da sinalização relativa a lípidos. Os autores pensam que o efeito osteogénico 

do hidrogel ADA-GHK advém da interação GHK-integrinas, resultando na ativação da cinase ligada 

à integrina (ILK) [104]. A ILK controla a proliferação e migração  através de vias como a PI3K-AKT-

mTOR que, por sua vez, regula a biossíntese lipídica [105,106].  

 

1.6. Objetivos da presente dissertação 

 Esta dissertação de mestrado tem o objetivo de avaliar o perfil lipídico por GC-MS, pela 

primeira vez, de AMSCs humanas osteoinduzidas em culturas 2D durante 21 dias, comparando-o 

com a evolução das mesmas células em condições controlo. Pretende-se complementar estudos de 

lipidómica por LC-MS e GC-MS focados na osteogénese previamente referidos, que até agora re-

correram maioritariamente a BMMSCs, com apenas um estudo onde se analisou AMSCs de coelho 

por LC-MS [71]. No final deste trabalho sugerem-se potenciais marcadores osteogénicos de 

hAMSCs, cujas variações foram diferentes nas células osteoinduzidas e controlo.  
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2. Materiais e métodos 

2.1. Expansão de MSCSs de tecido adiposo humano (hAMSCs)  

As hAMSCs (American Type Culture Collection, ref. ATCC PCS-500-011) na passagem 5 

foram descongeladas e colocadas em 6 frascos de cultura (T175), onde foram expandidas (37°C, 

5% de CO2) em meio essencial mínimo alfa (α-MEM, Gibco ™ 12000063) suplementado com 10% 

(v/v) de soro fetal de bovino (FBS, Gibco ™ 10270106) termicamente inativado e com 1% (v/v) dos 

antibióticos penicilina-estreptomicina (Gibco™ 15240062). Durante a expansão celular, o meio de 

cultura foi trocado 2x por semana. Alcançada uma confluência perto de 100%, as células foram 

lavadas com tampão fosfato de Dulbecco sem Ca2+ e Mg2+ (dPBS, Corning® 55-031-PC), sendo 

depois desagregadas do frasco ao adicionar uma solução a 0,25% (v/v) de tripsina-EDTA (Gibco ™ 

27250018). Após uma incubação de 5 minutos a 37°C, a reação de desagregação foi interrompida 

pela adição de meio α-MEM. A suspensão celular obtida foi distribuída em 36 frascos, com uma 

densidade de aproximadamente 0,5 x 106 células/frasco (passagem 6), tendo-se iniciado a indução 

osteogénica assim que se chegou a uma confluência de 100%. 

 

2.2. Indução da diferenciação osteogénica 

No dia 0 da diferenciação osteogénica trocou-se o meio de cultura de todos os 36 frascos, 

em metade deles colocou-se novamente meio basal (frascos CTR) e, nos restantes (frascos OST), 

o meio α-MEM foi suplementado osteoindutores, nomeadamente, 10 mM de β-glicerofosfato (Sigma-

Aldrich G9422), 50 μg/mL de ácido ascórbico (Sigma A0278) e 10 nM de dexametasona (ACROS 

Organics ™ 230300010). Tanto o meio controlo, como o meio osteogénico foram trocados 2x por 

semana ao longo de 21 dias. Nos dias 1, 4, 7, 14 e 21, as células de 3 frascos CTR e 3 frascos OST 

foram tripsinizadas (como descrito acima), filtradas (poros de 100 μm) e centrifugadas (300 g, 4°C, 

5 min). O pellet obtido foi ressuspenso em dPBS e as células foram contadas numa câmara de 

Neubauer, recolhendo-se pelo menos 1x106 de células por amostras para a análise por GC-MS. 

Repetiu-se a centrifugação e a lavagem com dPBS para evitar a contaminação com meio de cultura. 

Os pellets foram armazenados a -80°C até à extração de metabolitos.  

 

2.3. Extração de metabolitos intracelulares 

Os metabolitos foram extraídos usando uma adaptação do método do metanol-clorofórmio-

água [107]. Resumidamente, as células dos pellets (3 réplicas para cada dia de cada condição) 

foram ressuspensas em 1 mL de uma solução fria de metanol (Honeywell Riedel-de-Haën™ 14262) 

e água milliQ (4:1), transferindo-se para tubos de vidro com 150 mg de beads de vidro (ø= 0,5 mm). 

Depois de se vortexar durante 2 min (2500 rpm), adicionou-se 400 μL de clorofórmio frio (Honeywell 

Riedel-de-Haën ™ 650471), agitando-se novamente no vórtex (2 min, 2500 rpm). Adicionou-se 400 
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μL de clorofórmio frio e 360 μL de água miliQ fria (também agitado por 2 min a 2500 rpm). Após 10 

min a -20°C, as amostras foram centrifugadas (2000 g, 20 min), as fases polares e apolares foram 

separadas. Despois, os extratos aquosos foram secos no SpeedVac e os lipídicos com o recurso a 

um jato de azoto. Neste trabalho, apenas se utilizaram os extratos lipídicos para a análise por GC-

MS. 

 

2.4. Análise de extratos lipídicos por GC-MS 

Derivatização por trimetilsililação 

A cada extrato apolar adicionou-se 50 µL de N,O-bistrifluoroacetamida (BSTFA, ref. 15222, 

Sigma-Aldrich), 47 µL de piridina (ref. P0671016, Carlo Erba Reagents), 3 µL de uma solução de 

tetracosano (ref. T8752, Aldrich) a 0,5 g/L em piridina e, finalmente, 10 µL de clorotrimetilsilano 

(TMCS, ref. 10214520, Acros Organics). Os reagentes BSTFA, TMCS e piridina são comummente 

utilizados na trimetilsililação de hidrogénios ativos (como são o caso em hidrogénios dos grupos de 

álcoois ou ácidos carboxílicos), enquanto o tetracosano serve como padrão interno. Mais especifi-

camente, o BSTFA tem grande facilidade em doar um grupo trimetilsililo, o TMCS age como um 

catalisador da reação e a piridina facilita a reação de trimetilsililação (Fig. 27). De seguida, colocou-

se o vial de vidro tapado num banho de óleo mineral a 70°C, durante 30 minutos, deixando-se arre-

fecer por 10 minutos antes de transferir a amostra para um insert de vidro adequado para posterior 

injeção de 0,4µL no sistema GC-MS. 

 

Ajuste dos parâmetros da corrida de GC-MS 

Para a seleção do volume de injeção e razão de split, recorreu-se a amostras de células 

hAMSCs proliferadas em meio basal, extraindo-se diferentes números de células estimadas (conta-

gem em câmara de Neubauer): 64 000 células, equivalente a 2% do volume do frasco de cultura; 

320 000 células, equivalente a 10% do volume do frasco de cultura; 640 000 células, equivalente a 

20% do volume do frasco de cultura. Experimentaram-se as razões split 1:50, 1:20, 1:15 e ainda 

splitless, havendo mais informação no cromatograma em splitless. Testaram-se ainda os volumes 

de injeção 1µL, 0,6µL, 0,4µL e 0,2µL. Através destes ensaios e ainda recorrendo a uma das amos-

tras desta experiência, verificou-se que o volume de injeção ideal seria 0,4µL em modo splitless. 

Fig. 27 – Reação de trimetilsililação, onde o hidrogénio ligado a oxigénio, enxofre ou azoto (repre-
sentado por Y) é substituído por um grupo trimetilsililo (TMS). 
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Análise por GC-MS  

Neste trabalho, o sistema GC-MS utilizado (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu) possuía ioni-

zação por EI, um quadrupolo como analisador de massa e o detetor multiplicador de eletrões de 

dínodo contínuo. A coluna GC usada foi a DB-1ms (ref. 123-0132, Agilent J&W), com 30 metros de 

comprimento, 0,25µm de espessura e 0,32 mm de diâmetro interno. Recorreu-se ao hélio como gás 

de corrida, comummente usado. A injeção das amostras (em duplicado) ocorreu em modo splitless, 

à temperatura de 250°C e cada corrida demorou 72,5 minutos no total. Já a temperatura no forno 

da coluna GC começou aos 80°C e manteve-se até aos 5 minutos, aumentando linearmente em 

seguida até aos 260°C, atingidos aos 50 minutos de corrida. Após outro aumento linear, alcançou-

se 285°C aos 62,5 minutos, mantendo-se esta temperatura constante até aos 72,5 minutos. Os 

cromatogramas foram gravados entre os minutos 5 e 72,5 Cada espetro de massa obteve-se em 

intervalos de 300 ms, e entre as razões m/z 35 e 700, originando 13 500 espetros por amostra. 

Procedeu-se à lavagem da coluna de GC através da injeção de diclorometano (ref. 131254, Pan-

reac) entre cada conjunto de amostras consecutivas (geralmente 5) e também entre sessões. 

 Para controlo de qualidade, analisaram-se por GC-MS diversas misturas de compostos pa-

drão em piridina (misturas A-E na Tabela 3) contendo volumes variáveis de ácido palmítico (ref. 

P0500, Sigma), ácido araquidónico (ref. 10931, Sigma), ácido linoleico (ref. L1376, Sigma), ácido 

docosahexaenóico (ref. D2534, Sigma), 1-pentadecanol (ref. P1385, Sigma), colesterol (ref. C8667, 

Sigma) e tetracosano (ref. T8752, Aldrich).  

Tabela 3 - Volumes das soluções-padrão de ácidos gordos, 1-pentadecanol, colesterol e do tetra-
cosano para a determinação dos fatores de resposta por análise GC-MS. 

Soluções-padrão preparadas 

Volume (µL) 

Mistura 

A 

Mistura 

B 

Mistura 

C 

Mistura 

D 

Mistura 

E 

1-Pentadecanol 0,5 g L-1 1 2 3 4 5 

Ácido palmítico 0,506 g L-1 2 3 4 5 6 

Ácido araquidónico 0,499 g L-1 2 3 4 6 5 

Ácido linoleico 0,495 g L-1 2 3 4 6 5 

Ácido docosahexaenóico 0,490 g L-1 2 3 4 6 5 

Colesterol 0,5594 g L-1 2 3 4 6 5 

Tetracosano 0,5019 g L-1 3 3 3 3 3 

Piridina 36 30 24 14 16 

 

Para cada um dos compostos-padrão acima referidos calculou-se o fator de resposta (RF, 

Equação 5) e o coeficiente de variação (CV, Equação 6). 
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Fator de resposta (RF) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑟𝑒𝑎𝑙

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑎
 ….…………………………………………... Equação 5 

Coeficiente de variação (CV, %) = 
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑑𝑜 𝑅𝐹

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑅𝐹
 × 100 .……………………… Equação 6 

 Além de ser utilizado para o controlo de qualidade, o tetracosano costuma ser utilizado no 

método do padrão interno quantificação dos compostos presentes na amostra e para a normalização 

dos dados. No entanto, como neste caso se tentou recolher sempre o volume máximo da fase lipí-

dica e não um volume fixo, teria que se adiciona o tetracosano antes do processo de extração (sec-

ção 2.3.), como está descrito frequentemente na literatura. Assim, os dados deste trabalho foram 

normalizados pela área total de cada cromatograma, compensando diferenças de volumes mencio-

nadas (explicado na secção seguinte). 

 

2.5. Identificação dos metabolitos e tratamento de dados 

Recorrendo ao programa GCMS Postrun Analysis (Shimadzu), os metabolitos foram identi-

ficados com base no tempo de retenção dos cromatogramas de GC e nos padrões de fragmentação 

presentes nos espetros de massa. A identificação de vários compostos foi comprovada através da 

injeção de padrões externos no sistema GC-MS e pela consulta de bases de dados (por exemplo a 

NIST, do inglês National Institute of Standards and Technology). Os picos dos cromatogramas de 

GC correspondentes aos metabolitos identificados foram integrados usando GCMS Postrun Analy-

sis e normalizados pela área total. As quantidades relativas dos metabolitos foram comparadas entre 

dias consecutivos (dias 1, 4, 7, 14 e 21) e entre dias extremos (dias 1 e 21). Recorrendo-se ao 

Python 3.9, calculou-se a significância estatística pelo teste não paramétrico de Wilcoxon rank-sum, 

considerando-se como diferença significativa p-values < 0,05 [108]. Também se calculou o Effect 

size (Equação 7) e erro correspondente (Equação 8) [109] no Excel, considerando-se como mais 

relevantes os metabolitos com |ES|> 0,5 e erro de ES <80%. Os principais resultados foram confir-

mados visualmente recorrendo ao Matlab (The MathWorks, Inc.) e apresentados sob a forma de 

heatmaps e de gráficos de linhas, obtidos no Python 3.9 e Excel, respetivamente. 

Em que “M” representa a média, “n” representa o número de amostras, “SD” representa o desvio 

padrão, “IC” representa intervalo de confiança e “ES” representa o Effect Size. 

Effect size =  
𝑀1 − 𝑀2

√
(𝑛1 − 1) × 𝑆𝐷1

2 + (𝑛2 − 1) × 𝑆𝐷2
2

𝑛1 + 𝑛2 − 2

 
….…………………………………………... Equação 7 

Erro de ES (IC a 95%) = 

1,96 × √
𝑛1 + 𝑛2

𝑛1 × 𝑛2

+ 
𝐸𝑆2

2(𝑛1 + 𝑛2)
 

….…………………………………………… Equação 8 
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3. Resultados e discussão 

3.1. Identificação de picos de cromatogramas GC-MS de hAMSCs durante a osteoindução 

 Apresenta-se, neste subcapítulo, um cromatograma típico do extrato apolar de hAMSCs 

sujeitas à osteoindução (Fig. 28), explicando-se brevemente como se identificaram os compostos 

presentes na Tabela 4. Na Fig. 28a encontra-se um cromatograma completo (RT 5 - 72,5 min.) de 

EI-Q-MS correspondente ao extrato apolar obtido pelo método metanol-clorofórmio-água de 

hAMSCs sujeitas à osteoindução, mais especificamente, do 1º dia de indução. Para uma  

Fig. 28 - Cromatograma do extrato apolar trimetilsililado de uma amostra de hAMSCs, recolhida ao 
dia 1 da osteoindução. a) Cromatograma completo (RT 5 - 72,5 min.). b,c) Expansões do cromato-
grama apresentado em Fig. 28a, entre os tempos de retenção de b) 5 a 39 minutos e c) 39 a 72,5 
minutos. 
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Tabela 4 – Metabolitos identificados no cromatograma da Fig. 28a, estando listados por ordem cres-

cente de tempo de retenção. A cada metabolito associou-se a sua família e razão m/z do ião [M-

15]+ (ião molecular derivatizado por TMS com a perda de um grupo metilo). 

Nº 
Tempo 

Retenção 
(min) 

Família Nome m/z [M – 15]+ 

1 6,188 Ácido orgânico Ácido láctico 219 
2 6,287 SFA Ácido capróico (C6:0) 173 
3 6,524 Ácido orgânico Ácido glicólico 205 
4 9,463 SFA Ácido enântico (C7:0) 187 
5 9,634 Composto inorgânico Ácido fosfórico 241 
6 12,865 SFA Ácido caprílico (C8:0) 201 
7 13,463 Composto inorgânico Fosfato 299 
8 14,185 Poliol Glicerol 293 
9 14,594 Ácido orgânico Ácido succínico 247 
10 16,238 SFA Ácido pelargónico (C9:0) 215 
11 19,464 SFA Ácido cáprico (C10:0) 229 
12 25,441 SFA Ácido láurico (C12:0) 257 
13 25,971 Composto inorgânico Pirofosfato 451 
14 29,254 Glicerofosfato Glicerol-3-fosfato 445 
15 29,497 Éster de fosfato Fosfoetanolamina 414 
16 30,849 SFA Ácido mirístico (C14:0) 285 
17 35,016 UFA Ácido palmitoleico (C16:1) 311 
18 35,752 SFA Ácido palmítico (C16:0) 313 
19 38,054 SFA Ácido heptadecanóico (C17:0) 327 
20 38,537 Álcool 1-Octadecanol 327 
21 39,356 UFA Ácido linoleico (C18:2) 337 
22 39,556 UFA Ácido oleico (C18:1 cis) 339 
23 39,717 UFA Ácido elaídico (C18:1 trans) 339 
24 40,256 SFA Ácido esteárico (C18:0) 341 
25 42,604 UFA Ácido araquidónico (C20:4) 361 
26 43,651 Alcano Tetracosano (Padrão) - 

27 43,789 MG 
1-Monomiristina 

(MG(14:0/0:0/0:0)) 
431 

28 44,417 SFA Ácido eicosanóico (C20:0) 369 
29 46,319 UFA Ácido docosa-hexaenóico (C22:6) 385 

30 46,967 MG 
2-Monopalmitina 

(MG(0:0/16:0/0:0)) 
459 

31 47,601 MG 
1-Monopalmitina 

(MG(16:0/0:0/0:0)) 
459 

32 48,269 SFA Ácido beénico (C22:0) 397 

33 50,537 MG 
2-Monoestearina 

(MG(0:0/18:0/0:0)) 
487 

34 50,638 MG 
1-Monooleína 

(MG(18:1(9Z)/0:0/0:0)) 
485 

35 51,188 MG 
1-Monoestearina 

(MG(18:0/0:0/0:0)) 
487 

36 55,072 MG 
1-Monoaraquidina 

(MG(20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)/0:0/0:0)) 
515 

37 58,244 Esterol Colesterol 443 

38 68,293 DG 
1,3-Dipalmitina 

(DG(16:0/0:0/16:0)) 
625 
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visualização mais fácil dos picos, apresenta-se expansões do cromatograma da Fig. 28a nas Fig. 

28b,c. Na Fig. 28b, pode observar-se uma ampliação do cromatograma da Fig. 28a para os RT 5 - 

39 minutos, sendo que em Fig. 28c se expõe a ampliação para os restantes RT (39 - 72,5 min.). 

Para a identificação dos picos numerados nas Fig. 28b,c e enunciados na Tabela 4, recorreram-se 

a bases de dados (NIST, do inglês National Institute of Standards and Technology), aos padrões de 

fragmentação característicos de cada composto [57] e a padrões externos injetados no GC-MS, tal 

como foi descrito na secção de Materiais e Métodos.  

Entre os 38 compostos identificados na presente tese (Tabela 4), o pico consistentemente 

mais intenso em todas as amostras foi o do colesterol, estando concordante com a literatura [25]. 

Além deste, identificaram-se também i) ácidos gordos saturados: ácido capróico, ácido enântico, 

ácido caprílico, ácido pelargónico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido mirístico, ácido palmítico, ácido 

heptadecanóico, ácido esteárico e ácido eicosanóico; ii) ácidos gordos insaturados: ácido palmito-

leico, ácido linoleico, ácido oleico, ácido elaídico, ácido araquidónico e ácido docosa-hexaenóico; iii) 

monoacilgliceróis: 1-monomiristina, 2-monopalmitina, 1-monopalmitina, 2-monoestearina, 1-mono-

oleína, 1-monoestearina e 1-monoaraquidina; iv) compostos inorgânicos: ácido fosfórico, fosfato e 

pirofosfato; v) ácidos orgânicos: ácido láctico, ácido glicólico e ácido succínico; vi) outros: 1,3-dipal-

mitina, tetracosano, fosfoetanolamina, glicerol-3-fosfato, glicerol e 1-octadecanol. A nomenclatura 

utilizada na Tabela 4, entre parêntesis, para os ácidos gordos livres, significa C(número de carbo-

nos):(número de ligações duplas). Além disso os compostos monoacilglicerol (MG) e diacilglicerol 

(DG) identificam entre parêntesis qual é a posição dos grupos hidroxilo do glicerol que está acilada 

(1/2/3), indicando também a informação de cada éster de ácido gordo (número de carbonos):(nú-

mero de ligações duplas).  

Neste trabalho estão presentes ainda os espetros de massa, obtidos a partir da amostra do 

dia 1 da osteoindução, de diversos lípidos representativos das principais classes aqui identificadas 

(Fig. 14), nomeadamente ácidos gordos saturados (SFAs, do inglês Saturated Fatty Acids) e insa-

turados (UFAs, do inglês Unsaturated Fatty Acids), monoacilgliceróis (MGs), diacilgliceróis (DGs) e 

de colesterol (não esterificado).  
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3.2. Efeitos do envelhecimento de hAMSCs no metaboloma lipídico 

3.2.1. Descrição dos resultados 

Para se entender a evolução do perfil lipídico das hAMSCs expostas a meio basal (sem 

osteoindução), calculou-se os valores de Effect Sizes (e respetivo erro) e correspondentes p-values 

para cada metabolito entre cada dia estudado e também entre os dias extremos 1 e 21. No heatmap 

da Fig. 29 apresentam-se todas as variações consideradas estatisticamente relevantes (|ES|>0,5, e 

%ErroES<80%) e confirmadas visualmente (exemplificado na Fig. 30), destacando-se com um as-

terisco quando p-value<0,05. 
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Fig. 30 – Confirmação visual da diferença entre os picos de dias diferentes. Apresenta-se o pico 
do ácido linoleico, notando-se um claro aumento entre os dias 7 e 14 da condição controlo (Ctr). 
Di: dia i. 

Fig. 29 – Heatmap contendo metabolitos (condição controlo) com |ES|>0,5, %ErroES<80% e confir-
mação visual da diferença de picos entre cromatogramas. Os asteriscos indicam p-value<0,05. Di: 
dia i. 
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Para todos os metabolitos selecionados na Fig. 29 por serem os mais importantes com base 

nos critérios referidos, as restantes variações foram completadas na Fig. 31, tornando evidentes 

outras tendências ausentes na Fig. 29, por serem mais ténues. 

Além disso, as áreas normalizadas de cada metabolito selecionado foram representadas 

nos gráficos da Fig. 32, facilitando a visualização da evolução dos metabolitos ao longo do tempo. 

Todas as variações destacadas estão descritas em baixo e interpretadas na secção seguinte. 

 

Alterações em ácidos gordos saturados 

 Observando as Fig. 31 e 33, os SFAs mostraram uma tendência para diminuir ao longo do 

tempo, notando-se que entre os dias 1 e 21 estas diminuições foram estatisticamente significativas 

para os SFAs ácido capróico, ácido enântico, ácido caprílico, ácido pelargónico, ácido cáprico e 

ácido láurico (Fig. 32a-h). A maior parte destes SFAs são de cadeia média (entre 7 e 12 carbonos), 

sendo o ácido capróico (C6:0) de cadeia curta e o ácido mirístico (C14:0) já considerado de cadeia 

longa [110]. Logo a partir da transição entre os dias 4 e 7 (Fig. 31) houve a diminuição estatistica-

mente significativa de SFAs como o ácido enântico (C7:0, Fig. 32b) e caprílico (C8:0, Fig. 32c). No 

intervalo entre os dias 7 e 14 (Fig. 31) houve ainda mais SFAs que diminuíram significativamente, 

nomeadamente os ácidos capróico (C6:0, Fig. 32a), enântico (C7:0, Fig. 32b), caprílico (C8:0,  

Fig. 31 – Heatmap de todos os metabolitos considerados relevantes em envelhecimento celular, 
apresentando-se o Effect Size (cor) e o p-value<0,05 (asterisco) para todas as comparações tem-
porais. A cor de cada quadrado varia consoante o valor do Effect Size de cada comparação. Quanto 
mais vermelho, maior foi o Effect Size entre dois dias, e por isso, maior foi o aumento registado que 
ocorreu entre dois pontos temporais. Já a cor azul, indica o contrário, sendo que quanto mais in-
tenso for o azul, maior a descida ocorrida entre o dia anterior e o dia posterior. Di: dia i. 
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Fig. 32 – Evolução ao longo dos dias 1, 4, 7, 14 e 21 dos metabolitos destacados no heatmap da 
Fig. 29. Cada ponto corresponde à média das áreas normalizadas de cada grupo de amostras e as 
barras de erro ao desvio padrão. a, b, c, d, e, f, g, h) SFAs por comprimento de carbonos crescente. 
i, j, k) UFAs. l) MG. m) Glicerol. n, o) Ácidos orgânicos. Di: dia i. 
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Fig. 32c) e láurico (C12:0, Fig. 32f). No último período temporal observado, entre os dias 14 e 21 

(Fig. 31), os SFAs que diminuíram significativamente foram os ácidos capróico (C6:0, Fig. 32a), 

caprílico (C8:0, Fig. 32c), cáprico (C10:0, Fig. 32e), láurico (C12:0, Fig. 32f), mirístico (C14:0, Fig. 

32g) e palmítico (C16:0, Fig. 32h). Relativamente ao ácido pelargónico, que não variou significati-

vamente entre os dias consecutivos estudados, este demonstrou ter diminuído significativamente 

entre o primeiro e último dias (dias 1 e 21, Fig. 31). Por outro lado, apesar de o ácido palmítico não 

ter demonstrado alterações significativamente estatísticas entre os dias 1 e 21, observou-se uma 

diminuição significativamente estatística do dia 14 para o dia 21 (Fig. 31). Pôde-se ainda observar 

que alguns SFAs começaram a diminuir significativamente logo na primeira semana, como os ácidos 

enântico (C7:0) e caprílico (C8:0), enquanto que outros começaram diminuir significativamente na 

última semana, como os ácidos cáprico (C10:0), mirístico (C14:0) e palmítico (C16:0) (Fig. 31). Ape-

sar de todos os SFSs demonstrarem uma diminuição entre os primeiro e último dias, os mais curtos 

diminuíram primeiro que os mais longos, observações possíveis apenas devido ao detalhe deste 

trabalho, que estudou mais pontos temporais que outros artigos disponíveis [65,70,72,74,76]. 

 

Alterações em ácidos gordos insaturados 

O UFA ácido linoleico, com 2 ligações duplas, permaneceu relativamente estável até ao dia 

7, subindo significativamente entre os dias 7 e 14 e descendo também significativamente do dia 14 

para o 21 (Fig. 31 e 33i). Já os UFAs com mais ligações insaturadas, como o ácido araquidónico (4 

ligações duplas, Fig. 32j) e o ácido docosahexaenóico (6 ligações duplas, Fig. 32k) mantiveram-se 

relativamente estáveis até ao dia 14 e, entre este dia e o dia 21, aumentaram de um modo estatis-

ticamente significativo (Fig. 31). É de notar que na última transição estudada (transição entre os dias 

14 e 21, representada como D14→D21) o ácido linoleico, que contém menos ligações insaturadas, 

diminui e os ácidos com maior número de ligações insaturadas aumentam (ácido araquidónico e 

ácido docosahexaenóico – Fig. 31). Também no caso dos UFAs estudados se pode notar alterações 

notórias entre os dias 1 e 21 (Fig. 31), sendo que apenas devido ao número de pontos temporais 

deste trabalho se pôde observar que as alterações mais significativas destes UFAs aconteceram na 

terceira semana (D14→D21). 

 

Alterações em glicerolípidos e glicerol 

O MG 1-Monoaraquidina manteve-se relativamente estável até ao dia 7, diminuindo signifi-

cativamente ao dia 14 e aumentando de um modo estatisticamente significativo ao dia 21 (Fig. 31). 

O glicerol, componente essencial de diversos lípidos, incluindo MGs, diminui significativamente en-

tre os dias 1 e 4, aumenta significativamente entre os dias 7 e 14 e volta a diminuir de um modo 

estatisticamente significativo entre os dias 14 e 21 (Fig. 31). Note-se que nas transições D7→D14 e 
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D14→D21 estes dois metabolitos se comportaram de um modo oposto, podendo indicar algum tipo 

de correlação (explorado na secção 3.2.2.). 

 

Alterações em ácidos orgânicos 

Por fim, observaram-se ainda alterações significativas, ao longo do tempo, dos ácidos orgâ-

nicos ácido lático e ácido succínico. O ácido láctico aumentou significativamente e intensamente 

entre os dias 1 e 4, notado pelo asterisco e pela intensidade da cor correspondente ao Effect Size, 

respetivamente, na Fig. 31. Também entre os dias 4 e 7 sofreu um aumento significativo, sendo que 

depois diminuiu significativamente entre os dias 7 e 14, não mostrando alterações estatisticamente 

significativas na última semana (Fig. 31). Apesar desta trajetória crescente e decrescente, compa-

rando os dias 1 e 21 houve um aumento estatisticamente significativo deste metabolito (Fig. 31). Já 

o ácido succínico manteve-se relativamente estável até ao dia 7, aumentando significativamente no 

dia 14 e diminuindo significativamente entre os dias 14 e 21 (Fig. 31). Entre as evoluções estudadas, 

ambos os metabolitos variaram, simultaneamente, de um modo estatisticamente significativo ape-

nas entre os dias 7 e 14, apesar dessa mudança ter ocorrido em sentidos opostos, com o ácido 

láctico a diminuir enquanto que o ácido succínico aumentava (Fig. 31), sendo a sua possível relação 

explorada na secção seguinte (3.2.2.). 

 

3.2.2. Proposta de interpretação bioquímica 

 Apesar de alguns estudos utilizarem células indiferenciadas como controlos, poucos são os 

que exploram a evolução ao longo do tempo do metaboloma de MSCs em meio controlo [72,76], 

sendo o presente trabalho uma adição valiosa à literatura, uma vez que a compreensão da evolução 

metabólica normal (envelhecimento e/ou proliferação sem indução de diferenciação) de MSCs per-

mite descobrir quais os processos importantes na manutenção celular, independentes da diferenci-

ação. Nesta secção compara-se o comportamento dos 15 metabolitos previamente selecionados 

com a literatura existente, correlacionando-se sempre que possível com as vias metabólicas que 

possam explicar a evolução destes metabolitos. Mais especificamente, destacam-se as vias da β-

oxidação de ácidos gordos, da biossíntese de PUFAs, a glicólise, o ciclo de Krebs e o metabolismo 

de glicerolípidos. 

 

Metabolismo energético 

 Num estudo anterior analisaram-se, por LC-MS, meios de cultura basal expostos a MSCs 

de ratinhos, obtendo-se dados para os dias 0, 5, 10 e 15 da condição controlo [72]. Dos metabolitos 

em comum com este trabalho, o ácido succínico apresentou um comportamento semelhante, sendo 

que foi reportado atingir o pico máximo ao dia 10 [72] e, no presente trabalho ao dia 14, podendo 
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indicar, que o excesso deste metabolito aqui observado foi expelido para o meio. Contudo, este 

desfasamento pode significar que a proliferação celular no artigo mencionado [72] aconteceu mais 

rapidamente que neste trabalho. O succinato está correlacionado com a síntese de nucleósidos [89], 

podendo refletir a expansão/proliferação que houve nas células no meio controlo.  

Geralmente, em condições anaeróbicas, o piruvato resultante da glicólise é convertido em 

ácido láctico, pela enzima lactato desidrogenase [111]. Por outro lado, em condições aeróbias, o 

piruvato é convertido em acetil-coenzima A (acetil-CoA) e entra no ciclo de Krebs, que regenera as 

moléculas NADH e FADH necessárias posteriormente durante a fosforilação oxidativa (Fig. 33). 

Também pode ocorrer a reconversão de lactato em piruvato pela lactato desidrogenase, sendo este 

piruvato encaminhado para o ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa [111]. Relativamente aos dados 

deste trabalho, observou-se que houve um aumento significativo do ácido láctico entre os dias 1, 4 

e 7 (Fig. 31 e Fig. 32n), o que pode significar que até ao dia 7 as hAMSCs em estudo recorreram à 

respiração anaeróbica para obtenção de energia, mesmo estando expostas a níveis normais de 

oxigénio. Adicionalmente, os níveis de ácido succínico (Fig. 32o e Fig. 31) mantiveram-se estáveis 

ao longo destes mesmos dias (1 a 7), podendo indicar que não houve aumento da atividade do ciclo 

de Krebs neste período, o que vai de acordo com a hipótese da obtenção preferencial de energia 

através da respiração anaeróbica até ao dia 7.  

Após a acumulação de ácido láctico observada até ao dia 7, no dia 14 houve uma descida 

estatisticamente significativa (Fig. 31 e Fig. 32n), podendo indicar a reconversão do lactato em pi-

ruvato e/ou o encaminhamento preferencial do piruvato para o ciclo de Krebs e, provavelmente, da 

fosforilação oxidativa (respiração aeróbica). Outra observação a favor desta hipótese é o aumento 

estatisticamente significativo do ácido succínico do dia 7 para o 14 (Fig. 31 e Fig. 32o), também 

indicando o aumento da atividade do ciclo de Krebs. No último intervalo comparado (do dia 14 para 

o dia 21) o ácido láctico demonstrou uma tendência de diminuição (Fig. 31 e Fig. 32n). Por outro 

lado, houve uma diminuição estatisticamente significativa de ácido succínico (Fig. 31 e Fig. 32o), 

podendo significar que o ciclo de Krebs estava menos ativo. Apesar das variações de metabolitos 

do metabolismo energético de MSCs ainda serem pouco estudadas, um artigo recente [112] viu que 

a cultura 2D de AMSCs ao longo de 21 dias levou à diminuição gradual da produção de lactato ao 

longo do tempo (o que apenas se verificou a partir do dia 7 no presente trabalho) e à diminuição da 

respiração mitocondrial, especialmente entre os dias 14 e 21 (apoiando a evolução do ácido 

succinico neste trabalho). 
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Síntese de ácidos gordos insaturados 

Nos resultados deste trabalho pode observar-se que na transição D14→D21 houve uma 

diminuição significativa do ácido linoleico, ácido gordo essencial e precursor do ácido araquidónico, 

que por sua vez aumentou significativamente no mesmo intervalo de tempo (Fig. 31). A via da sín-

tese de PUFAs (Fig. 34) pode explicar estas alterações. Visto que se utilizam as mesmas enzimas 

para a síntese de PUFAs ómega 3 e ómega 6, estas estavam provavelmente mais ativas ou expres-

sas, resultando numa maior síntese de ácido docosahexaenóico, a par do araquidónico, uma vez 

que estes PUFAs aumentaram significativamente entre os dias 14 e 21 (Fig. 31). 

 

 

 

 

 

Fig. 33 – Esquema da glicólise e do Ciclo de Krebs. Adaptado de [124]. 

GLYCOLYSIS 
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Metabolismo de glicerolípidos 

Neste trabalho o glicerol apresentou diminuições significativas nas transições D1→D4 e 

D14→D21 e um aumento significativo em D7→D14 (Fig. 31 e 33m). Como noutro estudo [72] não 

se detetou o glicerol no meio extracelular em nenhum dos dias estudados (0, 5, 10 e 15), este 

metabolito foi mais provavelmente usado na constituição de vários lípidos, como mono, di e triacil-

gliceróis (Fig. 35), fosfolípidos, esfingolípidos, entre outros, indiciando uma remodelação lipídica 

durante o envelhecimento celular [113]. Mais recentemente, estudaram-se os endo- e exo-metabo-

lomas, por LC-MS, de MSCs imortalizadas, aos dias 0, 14 e 21 [65]. Nesse artigo o glicerol apre-

sentou uma tendência não significativa para diminuir entre os dias 0 e 14 e também entre os dias 

14 e 21, tanto nas amostras intracelulares como no meio de cultura. No presente trabalho, houve 

um comportamento intracelular semelhante (Fig. 32m), observando-se mesmo uma diminuição 

Fig. 34 – Síntese de UFAs polinsaturados ómega-6 e ómega-3. Adaptado de [125]. 

PUFAs ómega-6 PUFAs ómega-3 
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significativa entre os dias 14 e 21 (Fig. 31). É de notar que a linhagem celular utilizada pode ter 

comportamentos diferentes das MSCs deste trabalho, devido ao facto de serem imortalizadas. Uma 

das vantagens do trabalho atual, com o estudo de mais pontos temporais, é acompanhar mais de-

talhadamente a evolução intracelular do glicerol, notando-se a ligeira subida entre os dias 4 e 14 

(Fig. 31 e Fig. 32m), que os autores [65] não observaram.  

 

Pode ainda observar-se que na transição D14→D21 (Fig. 31) houve um aumento significa-

tivo da 1-monoaraquidina, com uma simultânea diminuição significativa do glicerol, apontando para 

a formação de 1-monoaraquidina, consumindo parte do glicerol disponível (Fig. 35). Apesar de parte 

do ácido araquidónico ser consumido neste processo, este aumenta significativamente no mesmo 

período, provavelmente devido à sua síntese a partir do ácido linoleico (já explicado).  

  

Metabolismo do ácidos gordos saturados 

 Os SFAs contendo até 8 carbonos conseguem ser transportados através da membrana mi-

tocondrial, sendo transformados nos seus derivados acil-CoA na matriz mitocondrial e posterior-

mente usados como substratos na β-oxidação mitocondrial e no ciclo de Krebs (Fig. 36) [110]. Os 

SFAs de cadeia longa (mais de 12 carbonos) dependem de proteínas para entrarem nas células e 

para o seu transporte intracelular, ao contrário de SFAs de cadeia média e curta [110]. Assim, os 

Fig. 35 – Esquema do catabolismo (à direita da imagem) e anabolismo (à esquerda da imagem) de 
TGs. Adaptado de [113]. 
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SFAs de cadeia média e curta são mais facilmente utilizados para a obtenção de energia por parte 

das células [110]. Entre os SFAs deste trabalho, como já foi mencionado, os de cadeia mais curta 

começaram a diminuir de forma estatisticamente significativa mais cedo (logo a partir do dia 4) que 

os SFAs mais longos (superiores a 8 carbonos), diminuindo estes últimos mais significativamente 

entre os dias 14 e 21 (Fig. 31).  

Relativamente aos SFAs de cadeia média (7 a 12 carbonos) com número ímpar de carbonos 

(provavelmente consumidos do meio de cultura), a sua β-oxidação gera acetil-CoA (tal como acon-

tece aos SFAs com número par de carbonos) e também propionil-CoA, que consegue entrar no ciclo 

Fig. 36 - β-oxidação de SFAs. Ao fim de cada ciclo de β-oxidação resulta acetil-CoA, um metabolito 
necessário no ciclo de Krebs. Adaptado de [126]. 

Fig. 37 – Da β-oxidação de SFAs com um número ímpar de carbonos resulta uma molécula de 
propionil-CoA por cada SFA completamente metabolizado. O propionil-CoA é depois conver-
tido em succinil-CoA, que entra no ciclo de Krebs. Adaptado de [127]. 
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de Krebs após ser convertido em succinil-CoA (Fig. 37) [110]. Neste trabalho, os SFAs de número 

ímpar ácido enântico (C7:0) e ácido pelargónico (C9:0) diminuíram significativamente entre os dias 

1 e 21 (Fig. 31). Mais especificamente, entre os dias 7 e 14 (Fig. 31) houve uma diminuição signifi-

cativa do ácido enântico (C7:0) e um simultâneo aumento significativo do ácido succínico, sendo 

este último um metabolito do ciclo de Krebs, que pode ser proveniente do propionil-CoA (resultado 

da β-oxidação do ácido enântico). Entre os dias 14 e 21, os SFAs de número ímpar de carbonos 

não apresentaram alterações significativas, no entanto houve uma diminuição significativa e intensa 

do ácido succínico neste intervalo (Fig. 31). Tal pode significar que a principal fonte de succinato 

pode ser o propionil-CoA da β-oxidação dos ácidos enântico (C7:0) e pelargónico (C9:0).  

Ainda relativamente à transição D14→D21, a diminuição acentuada do succinato pode ter 

desencadeado a β-oxidação dos SFAs mais longos (Fig. 31) por forma a que houvesse suprimento 

de acetil-CoA para o ciclo de Krebs e consequente produção de energia. De um modo oposto, a 

diminuição intensa observada com o succinato em D14→D21 pode ser devida à utilização deste e 

outros metabolitos do ciclo de Krebs para a síntese de biomoléculas necessárias às células nesta 

fase de proliferação [114]. Dadas estas observações, é plausível que a diminuição dos SFAs esteja 

relacionada com a produção de energia, especialmente os SFAs até 8 carbonos, não se excluindo 

a hipótese de remodelação estrutural ou expulsão para o meio. Visto que os FAs estudados são 

FAs livres, é difícil concluir acerca do grau de saturação dos FAs associados às membranas.  

 

3.3. Metabolómica na osteoindução de hAMSCs 

3.3.1. Descrição dos resultados 

 Esta secção apresenta as principais variações do perfil lipídico em condições de osteoindu-

ção. Tal como na secção anterior, a partir dos 38 metabolitos da Tabela 4 calcularam-se os valores 

de Effect Size, com respetivo erro e p-value (Wilcoxon rank-sum) de cada comparação temporal 

(Fig. 38 e Fig. 39). Os 15 metabolitos selecionados como mais relevantes estão apresentados na 

Fig. 38. Apresentam-se ainda as evoluções destes 15 metabolitos ao longo do tempo sob a forma 

de gráficos, nas Fig. 40 e Fig. 41. 

 Os 15 metabolitos mais importantes desta secção (Fig. 38) pertencem a diferentes classes, 

havendo 4 SFAs (ácido cáprico, ácido mirístico, ácido palmítico e ácido esteárico), 5 UFAs (ácido 

palmitoleico, ácido linoleico, ácido oleico, ácido araquidónico e ácido docosahexaenóico), 1 MG (1-

monomiristina), 1 DG (1,3-Dipalmitina) e ainda o colesterol, glicerol, pirofosfato e fosfoetanolamina. 

Comparativamente aos grupos de metabolitos da secção 3.2.1. (Fig. 29), observaram-se alterações 

notórias em menos SFAs (4 na osteoindução em Fig. 38 vs. 8 no controlo em Fig. 29) e em mais 

UFAs (5 na osteoindução em Fig. 38 vs. 3 no controlo em Fig. 29). É de notar que alguns FAs se 

destacaram apenas na osteoindução, nomeadamente os ácido esteárico, ácido palmitoleico e ácido 

oleico. O MG aqui destacado (Fig. 38) é de um SFA, enquanto que o MG que se destacou em Fig. 
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29 é de um UFA. O glicerol sobressaiu em ambas as secções (Fig. 38 e Fig. 29). Nesta secção  

 

 

Fig. 38 – Heatmap dos metabolitos que sofreram alterações notórias ao longo do tempo, em 
hAMSCs cultivadas em meio osteoindutivo. A cor de cada retângulo representa o Effect Size entre 
os dias indicados, sendo que quanto mais azul, maior foi a descida entre o dia anterior e o seguinte 
e quanto mais intensamente vermelho for a cor, mais acentuada foi a subida entre dias. Apresen-
tam-se apenas as comparações com |ES|>0,5 e com %Erro<80%. Também estas comparações 
foram validadas visualmente. Os asteriscos indicam p-value<0,05. Di: dia i. 

Fig. 39 – Heatmap de todos os metabolitos considerados relevantes na condição osteogénese, 
apresentando-se o Effect Size (cor) e o p-value<0,05 (asterisco) para todas as comparações tem-
porais. A cor de cada quadrado varia consoante o valor do Effect Size de cada comparação. Quanto 
mais vermelho, maior foi o Effect Size entre dois dias, e por isso, maior foi o aumento registado 
que ocorreu entre dois pontos temporais. Já a cor azul, indica o contrário, sendo que quanto mais 
intenso for o azul, maior a descida ocorrida entre o dia anterior e o dia posterior. Os asteriscos 
indicam um p-value<0,05, calculado pelo teste Wilcoxon Rank-sum. Di: dia i. 
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distinguiu-se ainda um DG e o colesterol (Fig. 38), que não se mostraram relevantes na secção 

anterior (3.2.1. - Fig. 29). Outros metabolitos de realce foram o pirofosfato e a fosfoetanolamina, 

ambos contendo o grupo fosfato na sua estrutura (Fig. 38). No global, houve vários aumentos signi-

ficativos logo a partir da transição D1→D4 (Fig. 39), nomeadamente de 3 SFAs, 3 UFAs e do MG, 

sendo que estes aumentos não se verificaram em condições controlo (Fig. 31). Entre os dias 1 e 21 

(Fig. 39), os dois SFAs mais curtos (C10:0 e C14:0) diminuíram significativamente e os dois SFAs 

Fig. 40 - Evolução ao longo dos dias 1, 4, 7, 14 e 21 dos FAs destacados pelo heatmap da Fig. 38. 
Cada ponto corresponde à média de cada grupo de amostras e as barras de erro ao desvio padrão 
desse mesmo grupo. A laranja estão representados os dados relativos à osteoindução e a azul ao 
controlo. Di: dia i. 
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mais compridos (C16:0 e C18:0) aumentaram significativamente, não sendo possível determinar 

uma mesma tendência para a classe de SFAs, ao contrário do que aconteceu nos SFAs da condição 

controlo para a mesma comparação temporal, em que 7 dos 8 SFAs importantes diminuíram (Fig. 

31). Por outro lado, um dos compostos com comportamentos semelhantes entre as condições con-

trolo e osteoindução foi o ácido linoleico, que em ambas as condições apresentou uma subida signi-

ficativa em D7→D14, seguida de uma descida significativa em D14→D21 (Fig. 31 e Fig. 39), sendo 

que nas transições anteriores não houve alterações significativas. Os ácidos araquidónico e doco-

sahexaenóico aumentaram significativamente entre D1→D21 na condição de osteoindução (Fig. 

39), sendo que em condições controlo este aumento foi apenas visualmente significativo (Fig. 29), 

havendo no entanto um claro aumento destes dois PUFAs em ambas as condições, ao longo do 

tempo. Outros compostos com o mesmo comportamento entre si, em D1→D21 foram o ácido cá-

prico, o ácido mirístico e o glicerol, diminuindo significativamente quer na condição controlo (Fig. 

31), quer na condição osteoindução (Fig. 39). Além disso, houve uma diminuição significativa 

Fig. 41 - Evolução ao longo dos dias 1, 4, 7, 14 e 21 dos seis últimos metabolitos (apolares e polares) 
destacados pelo heatmap da Fig. 38. Cada ponto corresponde à média de cada grupo de amostras 
e as barras de erro ao desvio padrão desse mesmo grupo. A laranja estão representados os dados 
relativos à osteoindução e a azul ao controlo. Di: dia i. 
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observada na última semana (D14→D21) para os SFAs ácido capróico, ácido mirístico e ácido pal-

mítico em ambas as condições (Fig. 31 e Fig. 39). 

 

Alterações em ácidos gordos saturados 

O SFA ácido cáprico (C10:0) exibiu o mesmo comportamento em ambas as condições, apa-

rente na Fig. 40a, sendo que através dos heatmaps das Fig. 31 (controlo) e Fig. 39 (osteogénese) 

se pode verificar que não houve alterações significativas até ao dia 14, seguindo-se uma diminuição 

significativa entre os dias 14 e 21. Visualmente, através da Fig. 40a, o ácido cáprico aparentou ter 

uma concentração superior ao longo do tempo em meio osteoindutivo (comparativamente ao meio 

controlo), notando-se até uma separação entre as barras de erro ao dia 21 (Fig. 40a).  

 O SFA ácido mirístico (C14:0) apresentou alterações significativas em todas as compara-

ções da condição osteoindutiva (Fig. 39), sendo que em meio controlo apenas as diminuições 

D14→D21 e D1→21 foram significativas (Fig. 31 e Fig. 40b). Relativamente a este metabolito, as 

barras de erro dos grupos controlo e osteoindução não coincidem aos dias 14 e 21 (Fig. 40b), sig-

nificando que, pelo menos nestes dias, houve uma maior concentração relativa de ácido mirístico 

na condição osteoindutiva.  

 O SFA ácido palmítico (C16:0) demonstrou um aumento significativo logo entre os dias 1 e 

4, apenas na condição de osteoindução, sendo que em ambas as condições diminuiu significativa-

mente à terceira semana (D14→D21), como exposto em Fig. 31 (controlo) e Fig. 39 (osteogénese). 

Apenas ao dia 14 se verificou uma separação entre as barras de erro das duas condições (Fig. 40c), 

sendo que na última semana este SFA também tendeu a estar a uma concentração relativa superior 

na condição osteoindutiva, quando comparada com a condição controlo. Comparando os dias ex-

tremos 1 e 21, houve um aumento significativo na condição osteoindução (Fig. 39), sendo que na 

condição controlo a comparação dos mesmos dias não indicou uma alteração estatisticamente signi-

ficativa (D1→D21 da Fig. 31).  

 O ácido esteárico (C18:0) apresenta dois aumentos significativos, em D1→D4 e D1→D21 

(Fig. 39 - osteoindução), não mostrando alterações significativas entre os restantes dias. Na última 

semana também este SFA estava numa concentração relativamente superior em condições osteoi-

ndutivas, observando-se a não intersecção das barras de erro aos dias 14 e 21 da Fig. 40d.  

 

Alterações em ácidos gordos insaturados 

 Os UFAs selecionados em comum nesta secção e na anterior (Fig. 29 e Fig. 38), foram o 

ácido linoleico (C18:2), ácido araquidónico (C20:4) e ácido docosahexaenóico (C22:6). Os UFAs 

destacados somente na condição osteoindutiva (Fig. 38) foram o ácido palmitoleico (C16:1) e o 

ácido oleico (C18:1), ambos monoinsaturados. Curiosamente, o SFA ácido mirístico (C14:0) e o 
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UFA ácido oleico (C18:1) demonstraram a mesma evolução ao longo do tempo na condição osteo-

génica, aumentando significativamente nas comparações D1→D4 e D7→D14 e diminuindo signifi-

cativamente nas transições D4→D7 e D14→D21 (Fig. 39). Outras alterações significativas no 

mesmo sentido ocorreram noutros FAs em condições osteoindutivas (Fig. 39), destacando-se o 

ácido mirístico (C14:0), o ácido palmitoleico (C16:1) e o ácido oleico (C18:1) nas transições D1→D4 

(aumento) e D4→7 (diminuição). Já nas comparações da segunda e terceira semanas, os FAs com 

as mesmas alterações foram o ácido mirístico (C14:0), o ácido linoleico (C18:2) e o ácido oleico 

(C18:1), demonstrando um aumento significativo em D7→D14 e uma diminuição significativa em 

D14→D21 (Fig. 39). Ao contrário do observado nos SFAs, não houve diferenças notórias entre as 

concentrações relativas dos UFAs nas condições controlo e osteoindução, como indicado pela in-

tersecção das barras de erro em todos os dias da Fig. 40e-i.  

 O PUFA ácido linoleico (C18:2) evoluiu de forma muito semelhante em ambas as condições, 

como se pode ver na Fig. 40f, notando-se que este se mantém constante na primeira semana 

(D1→D4→D7), aumenta significativamente na segunda semana (D7→D14) e diminui significativa-

mente na terceira semana (D14→D21), como exposto em Fig. 31 e Fig. 39.  

 Os PUFAs ácido arquidónico e ácido docosahexaenóico demonstraram aumentar significa-

tivamente entre os dias 1 e 21 da condição osteoindução (Fig. 39), sendo que na condição controlo 

(Fig. 31) apenas se verificou um aumento significativo entre os dias 14 e 21. Nos restantes dias não 

se observaram alterações significativas no ácido araquidónico em osteoindução, mas houve aumen-

tos significativos do ácido docosahexaenóico nas transições D1→D4 e D7→D14, como se pode 

verificar na Fig. 39.  

 

Alterações em glicerolípidos e glicerol 

Quanto ao MG 1-monomiristina, houve um aumento significativo em D1→D4 e D1→D21 

(Fig. 39), sendo que nas restantes comparações temporais não houve alterações significativas, por-

tanto o aumento verificado entre os dias 1 e 21 resultou apenas do aumento deste metabolito nos 

primeiros 4 dias. A trajetória aparente deste metabolito em condição controlo (Fig. 41a) foi de dimi-

nuição suave mas constante ao longo do tempo, oposto ao comportamento aparente da condição 

osteoindução, onde a 1-monomiristina aumentou bastante em D1→D4 e depois se manteve relati-

vamente constante nos restantes dias. Além disso, ao dia 21 as barras de erro de ambas as condi-

ções não são coincidentes, existindo este metabolito em maior concentração no interior de células 

em osteoindução (Fig. 41a). 

Já o DG 1,3-Dipalmitina (Fig. 41b) manteve-se relativamente constante na osteoindução até 

ao dia 7, não sendo detetado no dia 14 e tendo aumentado depois até ao dia 21. No global, houve 

uma diminuição significativa da 1,3-dipalmitina em D1→D21, na condição osteoindutiva (Fig. 39). 

Na condição controlo, este metabolito aparentou aumentar durante a primeira semana 
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(comportamento oposto ao da osteoindução) e depois diminuir a sua concentração (Fig. 41b). Entre 

as duas condições, as barras de erro não se intercetam aos dias 1 e 14, sendo que ao dia 1 a 

condição osteoindução apresenta uma maior concentração deste DG e que ao dia 14 é a condição 

controlo que exibe maiores quantidades deste composto (Fig. 41b). 

O glicerol apresentou uma trajetória metabólica quase idêntica em ambas as condições con-

trolo e osteoindução, até ao dia 14, como se pode ver na Fig. 41d. Na última semana (D14→D21) 

aumentou significativamente na condição osteoindução (Fig. 39) e diminuiu significativamente na 

condição controlo (Fig. 31). De facto, as barras de erro do dia 21 deste metabolito não coincidiram, 

mostrando estar mais aumentado no final da osteoindução que no final da condição controlo (Fig. 

41d). Curiosamente, em ambas as condições, demonstrou uma diminuição significativa geral 

(D1→D21 em Fig. 31 e Fig. 39), sendo que a coleção de informação nos pontos temporais intermé-

dios demonstram que não houve uma descida constante ao longo do tempo, uma clara vantagem 

deste trabalho. Assim, pode perceber-se que entre as duas condições, as alterações que mais as 

diferenciam, relativamente ao glicerol, aconteceram na terceira semana de cultura (D14→D21 da 

Fig. 41d). 

 

Alterações no colesterol 

 Observando o gráfico Fig. 41c, as alterações que o colesterol sofreu ao longo do tempo 

foram bastante semelhantes em ambas as condições, tendendo a aumentar no global (D1→D21). 

Mais especificamente na condição osteoindução, houve aumentos significativos em D4→D7 e 

D1→D21 (Fig. 39), sendo que nesta última comparação a subida foi mais intensa, o que está de 

acordo com o observado em Fig. 41c. 

 

Alterações em pirofosfato e fosfoetanolamina  

 Neste trabalho, o pirofosfato demonstrou uma tendência constantemente decrescente ao 

longo do tempo, na condição osteoindutiva (Fig. 41e), apenas sendo significativa a diminuição entre 

D1→D21 (Fig. 39). Na condição controlo, por outro lado, o pirofosfato manteve-se relativamente 

constante, observando-se uma subida potencialmente significativa na última semana (Fig. 41e). 

Comparando as duas condições, pode observar-se que as barras de erro do dia 21 não coincidem, 

estando este composto em maior concentração na condição controlo (Fig. 41e). 

 A fosfoetanolamina apresentou uma trajetória de aumentos constantes até ao dia 21 para a 

condição controlo e até ao dia 14 para a condição osteindução, havendo uma diminuição na última 

semana de osteoindução, como se pode observar em Fig. 41f. Apesar destes constantes aumentos 

até ao dia 14, no caso da osteoindução, a diminuição estatisticamente significativa ocorrida em 

D14→D21 foi o suficiente para que no global este composto apresenta-se uma diminuição 
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significativa também em D1→D21 (Fig. 39). Antes do dia 14, este composto estava em maiores 

concentrações intracelulares na condição osteoindução, destacando-se os dias 1 e 4, em que as 

barras de erro não se intercetam (Fig. 41f). Ao dia 21 o oposto aconteceu, apresentando a condição 

controlo maiores concentrações deste composto, com as barras de erro das duas condições a não 

se intercetar (Fig. 41f). 

 

3.3.2. Proposta de interpretação bioquímica 

 As alterações dos metabolitos nas células cultivadas em meio osteoindutivo, deste trabalho, 

podem ser devidas quer ao envelhecimento em cultura, quer à evolução no sentido da diferenciação 

osteogénica. Deste modo, a avaliação da evolução das concentrações relativas dos metabolitos em 

destaque (Fig. 39) pode indicar quais os metabolitos mais importantes na osteoindução. Ou seja, 

quanto maior for a semelhança entre as trajetórias (Fig. 40 e Fig. 41) da evolução das concentrações 

relativas dos metabolitos, mais provável é que as variações observadas resultem da proliferação 

celular e envelhecimento em cultura, e não do processo osteoindutivo. Neste trabalho, entre os 15 

metabolitos em destaque, 7 variaram significativamente apenas na condição osteoindução (ácido 

esteárico, ácido palmitoleico, ácido oleico, 1-monomiristina, 1,3-dipalmitina, colesterol, pirofosfato e 

fosfoetanolamina), presentes na Fig. 38 mas não na Fig. 29. Além disso, comparando as concen-

trações relativas de cada metabolito, entre as condições controlo e osteoindução (Fig. 40 e Fig. 41), 

dois metabolitos apresentaram concentrações relativas diferentes ao dia 1 (1,3-dipalmitina e fosfo-

etanolamina), quatro metabolitos ao dia 14 (ácido mirístico, ácido palmítico, ácido esteárico e 1,3-

dipalmitina) e sete metabolitos ao dia 21 (ácido cáprico, ácido mirístico, ácido esteárico, 1-monomi-

ristina, glicerol, pirofosfato e fosfoetanolamina), como se pode observar pela não interseção das 

barras de erro entre condições do mesmo dia nas Fig. 40 e Fig. 41. 

 

Ácidos gordos saturados 

 Os SFAs evoluíram de modo a que existissem em maior concentração relativa na última 

semana de osteoindução, comparativamente à condição controlo, indicado pela separação entre as 

barras de erro do dia 14 e/ou 21, em Fig. 40a,b,c,d. Esta tendência pode indicar que houve uma 

menor libertação destes SFAs para o meio extracelular, ou uma menor utilização metabólica destes 

compostos, quando em osteoindução, durante a última semana. Além da última semana, houve 

ainda as alterações significativas entre os dias 1 e 21. No caso dos SFAs ácido cáprico (C10:0) e 

ácido mirístico (C14:0), houve uma diminuição significativa em ambas as condições (D1→D21 de 

Fig. 31 e Fig. 39). Na condição osteoindutiva houve aumento significativo dos SFAs ácido palmítico 

(C16:0) e ácido esteárico (C18:0) entre o primeiro e último dia (D1→D21 da Fig. 39), no entanto, em 

meio controlo não se verificou nenhuma alteração significativa do ácido palmítico (D1→D21 da Fig. 

39) nem no ácido esteárico (que não passou a filtragem da secção 3.2.1.). Estas diferenças são 
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indicação que as alterações, em cultura osteoindutiva, observadas nos SFAs relativamente mais 

curtos (C10:0 e C14:0) são mais influenciadas pela proliferação e envelhecimento em cultura. Por 

outro lado, a evolução dos SFAs relativamente mais compridos (C16:0 e C18:0) em condições os-

teoindutivas, indica que estes desempenham um papel mais importante/específico na osteogénese 

das hAMSCs deste trabalho.  

 

Ácidos gordos insaturados 

 O UFA ácido linoleico demonstrou as mesmas alterações significativas entre dias para am-

bas as condições controlo e osteogénese (Fig. 31 e Fig. 39), indicando que a evolução deste meta-

bolito não dependeu maioritariamente do processo osteoindutivo, ou seja, é pouco provável que 

esteja envolvido em processos únicos da osteogénese. Além disso, ao contrário do que se observou 

na condição controlo, o ácido araquidónico não demonstrou alterar significativamente em nenhuma 

das transições estudadas, exceto a D1→D21 (Fig. 39 - osteoindução). Como o ácido linoleico é um 

precursor do ácido araquidónico, o facto deste último aumentar significativamente em D14→D21 na 

condição controlo (Fig. 29) pode indicar que nesta semana ele é mais necessário durante a prolife-

ração/envelhecimento celular. Por outro lado, pode estar a ser crescentemente mais necessário em 

osteogénese de um modo mais gradual e assim não ser notório os seus aumentos de dia para dia, 

notando-se no entanto um aumento significativo entre D1→D21 (Fig. 38). Sabe-se que o ácido do-

cosahexaenóico estimula a osteogénese, e em simultâneo, inibe a osteoclastogénese [115]. Tam-

bém o ácido araquidónico consegue inibir a osteoclastogénese, apesar de menos intensamente 

[115]. À luz do ocorrido neste trabalho, o aumento destes dois PUFAs pode ser em preparação para 

a sua libertação para o meio extracelular, onde poderiam inibir a formação de osteoclastos, permi-

tindo uma regeneração óssea mais rápida e completa da fratura em tratamento. Na Fig. 40i pode 

observar-se que o ácido docosahexaenóico existe em condições intracelulares maiores na condição 

osteoindução, comparativamente à condição controlo, o que também vai de acordo com a literatura, 

que indica que este PUFA induz a osteogénese [115]. 

 

Metabolismo de glicerolípidos 

 Os derivados de glicerol MG e DG aqui destacados são ambos oriundos de SFAs, conse-

guindo-se acompanhar a evolução simultânea do MG através dos metabolitos glicerol (Fig. 41d), 

ácido mirístico (Fig. 40b) e 1-monomiristina (Fig. 41a), bem como a evolução do DG pelos metabo-

litos glicerol (Fig. 41d) ácido palmítico (Fig. 40c) e 1,3-Dipalmitina (Fig. 41b). Uma vez que o glicerol 

é um constituinte de vários lípidos como glicerolípidos e glicerofosfolípidos, pode estar a ser utilizado 

em várias vias metabólicas e por isso não haver correlação entre o seu comportamento (Fig. 41d) e 

as poucas espécies lipídicas aqui descritas (ácido mirístico - Fig. 40b, 1-monomiristina - Fig. 41a, 

ácido palmítico Fig. 40c e 1,3-dipalmitina - Fig. 41b). No entanto, no contexto deste trabalho, 
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destaca-se o comportamento oposto deste metabolito na última semana (D14→D21) de ambas as 

condições, diminuindo significativamente em condições controlo (Fig. 31) e aumentando significati-

vamente em osteoindução (Fig. 39), notando-se até a não interseção das barras de erro do dia 21 

(Fig. 41d). Tal comportamento poderá significar que, na terceira semana de osteoindução, existe 

uma maior síntese de glicerol, ou um maior catabolismo lipídico, ou ainda um maior transporte de 

glicerol do meio extracelular para o interior da célula.  

 Relativamente ao SFA ácido mirístico e ao MG correspondente 1-monomiristina, observou-

se comportamentos opostos entre estes em D1→D21 da osteoindução, tendo o ácido mirístico di-

minuído significativamente enquanto que a 1-monomiristina aumentou significativamente (Fig. 39), 

indicando que o ácido mirístico foi incorporado em 1-monomiristina ao longo do tempo (Fig. 35).  

 Quanto à 1,3-dipalmitina e o seu SFA constituinte (ácido palmítico), nota-se uma tendência 

decrescente até ao dia 14, em osteoindução, no DG (Fig. 41b) sendo que o comportamento oposto 

se consegue observar no ácido palmítico (Fig. 40c), indicando que a 1,3-dipalmitina está a ser ca-

tabolizada em ácido palmítico até ao dia 14 de osteoindução (Fig. 35). Na terceira semana de oste-

oindução estudada (D14→D21) o contrário aconteceu, havendo uma diminuição significativa do 

ácido palmítico e um aumento significativo da 1,3-dipalmitina (Fig. 39), indicação que neste período 

de tempo ocorreu o anabolismo de ácido palmítico em 1,3-dipalmitina (Fig. 35). Apesar de se ob-

servar uma diminuição significativa da 1,3-dipalmitina entre o início e o fim da osteoindução 

(D1→D21) e um simultâneo aumento significativo de ácido palmítico (Fig. 39), a vantagem de incor-

porar mais pontos temporais neste trabalho é o facto de se conseguir perceber este comportamento 

diferente nas células osteoinduzidas à terceira semana (D14→D21), havendo uma tendência para 

o catabolismo de 1,3-dipalmitina até à segunda semana e uma tendência para o anabolismo de 1,3-

dipalmitina na terceira semana de osteoidnução. A par destas observações, sabe-se que o ácido 

oleico consegue inibir a apoptose induzida por ácido palmítico, estimulando a sua esterificação em 

TGs [93]. Neste trabalho podemos estar a observar este efeito protetor por parte do ácido oleico, 

visto que este aumenta significativamente quando o ácido palmítico também aumenta (D1→D4) e 

que aumenta novamente de um modo significativo em D7→D14 (Fig. 39), antes da transição cata-

bolismo→anabolismo da 1,3-dipalmitina, como que em preparação para a transformação de ácido 

palmítico em 1,3-dipalmitina observada na terceira semana de osteoindução (Fig. 40c e Fig. 41b). 

 

Colesterol 

 O colesterol é um constituinte da membrana, especialmente envolvido nas jangadas lipídi-

cas (microdomínios que contêm recetores e outras moléculas importantes na sinalização molecular), 

estando presente cerca de 3 vezes mais na região de jangadas lipídicas que na restante membrana 

celular [116]. Neste trabalho, o colesterol evoluiu da mesma da mesma forma em ambas as condi-

ções, mostrando-se a uma concentração relativa ligeiramente mais baixa ao longo de toda a 
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osteoindução (Fig. 41c), o que pode significar que nas células em osteoindução há uma menor 

quantidade de jangadas lipídicas. Tal pode advir do facto de se tornarem num tipo de célula mais 

especializado (osteoblastos), o que faz com que possam perder algumas capacidades de sinaliza-

ção molecular que não sejam importantes em osteoblastos. Além disso, sabe-se que as MSCs são 

um grande centro de sinalização celular, com várias moléculas de reconhecimento na sua superfície 

celular (zonas de jangadas lipídicas) [117].  

 

Pirofosfato e fosfoetanolamina 

 Quer o pirofosfato quer a fosfoetanolamina contêm fosfato na sua composição e ambos 

estão envolvidos no processo de osteogénese. O pirofosfato intracelular em condições controlo 

manteve-se relativamente estável ao longo do tempo, sendo que as barras de erro D14→D21 (Fig. 

41e) são as únicas não coincidentes, podendo nesta última semana ter havido um aumento signifi-

cativo deste composto. Já na condição osteoindução verificou-se um decréscimo constante de piro-

fosfato (Fig. 41e), havendo uma diminuição significativa na comparação D1→D21 (Fig. 39). Como 

se pode ver na Fig. 42, durante o processo de regeneração óssea há a libertação de vesiculas 

envolvidas no processo de mineralização óssea, por parte dos osteoblastos [118]. Nessas vesículas 

há a hidrólise de fosfoetanolamina e fosfocolina para geração de fosfato, utilizado na produção de 

Fig. 42 - Papel do fosfato (Pi) e pirofosfato (PPi) na mineralização óssea. O PPi pode resultar quer 
da hidrólise de nucleótidos trifosfato (NTPs) através da enzima transmembranar NPP1, quer do 
transporte de PPi para o meio extracelular através de ANK. O PPi pode ser hidrolisado em Pi 
através da enzima membranar TNAP. Nas vesículas libertadas pelos osteoblastos, a fosfoetano-
lamina (PEA) e a fosfocolina (PCho) são hidrolisadas em etanolamina (EA) e Pi ou colina (Cho) e 
Pi, através da fosfatase PHOSPHO1. As setas a preto representam reações ou transporte de mo-
léculas. As setas a verde indicam o estímulo da mineralização por parte de Pi. A seta a vermelho 
indica a inibição da mineralização por parte de PPi. Adaptado de [128]. 
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hidroxiapatite (mineral maioritário do osso) [119]. Além disso sabe-se também que o pirofosfato 

consegue ser libertado para o meio extracelular através de uma proteína transmembranar, inibindo 

o processo de mineralização [120]. A enzima transmembranar TNAP (do inglês, Tissue-Nonspecific 

Alkaline Phosphatase) consegue hidrolisar o pirofosfato em fosfato, contribuindo assim para o 

avanço da mineralização óssea [119]. Tendo em conta este processo, os dados deste trabalho estão 

concordantes com estes eventos, sendo que a diminuição de pirofosfato, na condição osteoindutiva, 

observada na Fig. 41e pode advir da sua libertação para o meio extracelular. Também a evolução 

da fosfoetanolamina nas hAMSCs em osteoindução (Fig. 41f) indica que houve hidrólise deste com-

posto na terceira semana, visto ter diminuído significativamente em D14→D21 (Fig. 39). Ainda neste 

gráfico (Fig. 41f) se pode ver que o comportamento das hAMSCs em condições controlo foi oposto 

(D14→D21), o que apoia a hipótese do envolvimento da fosfoetanolamina na osteogénese. 
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4. Conclusões e perspetivas futuras 

 Nesta dissertação analisou-se o metaboloma de extratos apolares de hAMSCs cultivadas 

em meio basal (condição controlo) e em meio osteoindutivo (condição osteoindução), recorrendo-

se à técnica de GC-MS. Após análise estatística, tentou-se compreender a evolução metabólica das 

hAMSCs em meio controlo (proliferação e envelhecimento celular) e em meio osteoindutivo (dife-

renciação osteogénica). 

Na condição controlo mais de metade dos metabolitos alterados foram SFAs (que diminuí-

ram). Além disso destacaram-se os UFAs (que tenderam a aumentar). Ainda relativamente à condi-

ção controlo realçaram-se as vias da β-oxidação de ácidos gordos, da biossíntese de PUFAs, o 

metabolismo de glicerolípidos, a glicólise e o ciclo de Krebs. 

Já na osteoindução houve menos SFAs a variar (uns que aumentaram e outros que diminu-

íram) e mais UFAs a variar. Apesar de haver várias variações comuns entre as condições controlo 

e osteoindução (como ácido cáprico e ácido linoleico), destacaram-se vários metabolitos que varia-

ram significativamente apenas na osteoindução (ácido esteárico, ácido palmitoleico, ácido oleico, 1-

monomiristina, 1,3-dipalmitina, colesterol, pirofosfato e fosfoetanolamina). Além disso, independen-

temente das variações ao longo do tempo, houve metabolitos que apresentaram concentrações 

relativas diferentes, entre as condições controlo e osteoindução, especialmente aos dias 14 (ácido 

mirístico, ácido palmítico, ácido esteárico e 1,3-dipalmitina) e 21 (ácido cáprico, ácido mirístico, ácido 

esteárico, 1-monomiristina, glicerol, pirofosfato e fosfoetanolamina). Note-se que logo no dia 1 al-

guns metabolitos já apresentavam concentrações relativas diferentes entre as condições (1,3-dipal-

mitina e fosfoetanolamina). Ainda acerca da condição osteoindução, destaca-se o papel dos com-

postos que contêm fosfato (pirofosfato e fosfoetanolamina) para a mineralização óssea, o catabo-

lismo geral de glicerolípidos na terceira semana (aumento de glicerol), aumento mais acentuado, 

comparativamente à condição controlo, do ácido docosahexaenóico (com propriedades inibidoras 

da osteoclastogénese e estimuladoras da osteogénese) e ainda o possível papel do ácido oleico 

como inibidor da apoptose induzida por ácido palmítico, que por sua vez se pode esterificar em TGs. 

No futuro pretende-se comparar estas informações dos lípidos intracelulares com os dados 

provenientes do endometaboloma polar e ainda avaliar os meios extracelulares das condições aqui 

estudadas. Assim seria possível verificar se os aumentos e diminuições dos diversos metabolitos 

aqui explorados são devidos a trocas entre meio-célula e/ou se são utilizados noutras vias metabó-

licas intracelularmente.  
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