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RESUMO

A caracterizacdo de canais idnicos em células tronco é importante pelo fato destas estruturas
atuarem no controle da proliferacdo e diferenciacdo destas células. Ha poucos trabalhos focados nos
canais ibnicos presentes nas membranas plasmaticas das células tronco e nenhum deles trata das
celulas tronco mesenquimais da geléia de Wharton do corddao umbilical humano (whMSC). O
corddo umbilical é uma fonte importante de células tronco para tdo esperada terapia celular. Estes
fatos motivaram o estudo dos canais ibnicos das whMSC como objetivo maior do presente trabalho.
Foi utilizada a técnica de “patch-clamp” na configuracdo “whole-cell” e a atuacdo de inibidores
especificos para identificar os canais i6nicos presentes nas whMSC. Os inibidores escolhidos
foram: tetraetilamonio (TEA) e 4-aminopiridina (4-AP) como inibidores de canais de potassio
dependentes de voltagem e de Ca®*, Glibenclamida (GB) — um inibidor de canais de potéssio
dependentes de ATP, canais aniénicos dependentes de volume celular e CFTR e 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino) acido benzdico (NPPB) — um potente bloqueador dos canais de cloreto, mas
que também é capaz de bloquear os canais de potéassio dependentes de Ca®* de condutancia
intermediaria. Os resultados mostraram que as correntes idnicas ativadas por voltagem das whMSC
podem ser bloqueadas consideravelmente por TEA (10 mM), 4-AP (5 mM) e NPPB (100 puM)
indicando a presenca dos canais de K dependentes de voltagem e de Ca** e de canais de CI°
dependentes de voltagem conforme descrito para células tronco de outras origens. Utilizando GB
(100 puM) observamos um aumento (estimulacdo) significativo da corrente. Este € um resultado
inédito, pois estudos anteriores demonstram que o GB atua inibindo a corrente idnica
transmembrana. Em todos os casos, com todos os inibidores testados, os efeitos foram reversiveis.
Estes resultados demonstram que as membranas citoplasmaticas das whMSC possuem canais de K*
dependentes de voltagem e de Ca** e canais de CI” dependentes de voltagem. O surpreendente efeito
da glibenclamida indica a presenca de canais ibnicos desconhecidos nas membranas das whMSC.

Palavras chaves: Geléia de Wharton; células tronco mesenquimais; Canais i6nicos; Patch-
clamp; Tetraetilamonio (TEA); 4-Amonopiridina (4-AP); Glibenclamida (GB); 5-Nitro-2-(3-

fenilpropilamino) acido benzdico (NPPB).



ABSTRACT

The knowledge about diversity of ion channels in stem cells is important because these
structures can participate in controlling their proliferation and differentiation. However, few studies
focused on ion channels presented in the plasma membranes of stem cells. Moreover, there is not a
study of ion channels presented in the plasma membranes of mesenchymal stem cells in Wharton's
jelly of human umbilical cord (whMSC) although umbilical cord is one of important sources of
stem cells for cell therapy. These facts predetermined the aim of the present study — looking for
types of ion channels presented in whMSC. Patch-clamp technique in whole-cell configuration and
specific inhibitors of ion transport were used to identify type of ion channels presented in whMSC.
Inhibitors chosen were: tetraethylammonium (TEA) and 4-aminopyridine (4-AP) - inhibitors of
voltage-gated and Ca** - dependent potassium channels; glibenclamide (GB) - an inhibitor of ATP-
dependent potassium channels, volume and cAMP sensitive anion channels; and 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino) benzoic acid (NPPB) - a potent blocker of chloride channels, which is able to
block Ca?* - dependent potassium channels of intermediate conductance. We observed that the
voltage-activated ionic currents of whMSC could be significantly blocked by TEA (10 mM), 4-AP
(5 mM) and NPPB (100 mM). The results indicate the presence of voltage- and Ca** - dependent
potassium channels and voltage-dependent CI" -channel as it was described for stem cells isolated
from other adult tissues. Using GB (100 mM) we have expected to observe the similar inhibitory
action or lack of effect, but unexpectedly found that GB significantly increased (stimulated) the
voltage dependent transmembrane current. Such effect was not reported before. In all cases the
effects of used inhibitors were reversible. These results demonstrate that the cytoplasmic membrane
of Wharton's jelly mesenchymal stem cells of human umbilical cord possesses of voltage-gated and
Ca®** -dependent K channels and voltage dependent CI" channels. The surprising effect of
glibenclamide indicates the presence of unknown ion channels in the membranes of whMSC. Other
experiments are needed to identify them.

Key words: Wharton's jelly; mesenchymal stem cells; ion channels; Patch-clamp;
tetraethylammonium (TEA); 4-aminopyridine (4-AP); glibenclamide (GB); 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino) benzoic acid (NPPB).
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

A grande diversidade de células que podem ser reconhecidas em tecidos adultos deriva de
uma Unica célula-ovo, apos a fecundagdo de um 6vulo com um espermatozdide, que ira se dividir e
diferenciar-se em mais de 250 tipos diferentes de tecidos existentes no organismo humano. As
células-tronco diferem de outras células do organismo por apresentarem trés caracteristicas: sdo
células indiferenciadas e ndo especializadas; sdo capazes de se multiplicar por longos periodos
mantendo-se indiferenciadas, de forma que um pequeno nimero pode originar uma grande
populacdo de células semelhantes e sdo capazes de se diferenciar em células especializadas de um
tecido particular. (Zago, 2006).

Todas as células possuem mecanismos fisioldgicos para manter sua homeostasia, entre 0s
quais destacamos 0s canais i6nicos, que sdo proteinas presentes nas membranas bioldgicas. Estas
proteinas tém transicdes entre diferentes estados conformacionais que permitem abertura e
fechamento de vias para o transporte de ions entre o interior e o exterior das células, ou vice-versa.

A passagem de ions especificos atraves da membrana desenvolve atividade elétrica cuja
funcdo pode variar de um tipo celular para outro. Nas células eletricamente excitaveis que
compdem as fibras musculares cardiacas ou esqueléticas, a atividade elétrica dispara a contragédo
individual de cada célula que, por sua vez, promove a contracdo das fibras produzindo o batimento
cardiaco ou o movimento de um membro, respectivamente. Ja nas células nervosas (neurdnios), a
atividade elétrica desempenha a funcdo de levar e trazer sinais de controle para todo o organismo.

O controle da passagem dos ions através da membrana € feito pela abertura e fechamento
dos canais idnicos que, por sua vez, podem depender do potencial elétrico através da membrana.
Estudos iniciais utilizando fixacéo artificial do potencial de membrana (técnica de voltage clamp)
conduziram a idéia basica de que a atividade elétrica celular é gerada em funcédo da dependéncia de
tensdo e do tempo da condutancia da membrana, principalmente aos ions sodio e potassio (Hodgkin
etal., 1952) .

Com o advento da técnica de “patch clamp” (Neher & Sakmann, 1976;Neher et al.,
1978;Neher & Sakmann, 1992), os experimentos possibilitaram estudos quantitativos bastante
precisos das caracteristicas elétricas dos canais idnicos, tais como: condutancia do canal, cinética de
abertura e fechamento e dependéncia do potencial elétrico.

O potencial terapéutico das células-tronco e as perspectivas de uma medicina regenerativa
sdo altamente promissores. A caracterizagdo cada vez mais detalhada de novos tipos de células

tronco/progenitoras em tecidos adultos e a exploracdo de fontes alternativas destas células, como o
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sangue de corddo umbilical, traz consigo muitos avancos. Neste trabalho caracterizamos os canais
ibnicos das células tronco da geléia de Warthon do corddo umbilical humano (whMSC). Néo se
sabe a significAncia das mudangas no funcionamento dos canais i0nicos na diferenciacdo ou
proliferacdo destas células, o que limita as aplicagBes terapéuticas. Por isso, desvendar seus
mecanismos moleculares e principalmente caracterizar os canais idnicos participantes pode fornecer
informacGes importantes sobre a regulacdo da proliferacéo e diferenciacdo celular, possibilitando a

utilizacdo da modulagéo dos canais idnicos no controle destes fendmenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Caracterizar os canais idnicos das membranas das células-tronco mesenquimais da geléia de

Warthon do corddo umbilical humano (WhMSC) através da técnica de Patch-Clamp.

2.2 [Especificos:

Estudar o efeito do tetraetilamdnio sobre as correntes transmembrana das whMSC
para identificar canais de potassio ;

Caracterizar o efeito da 4-aminopiridina sobre as correntes presentes nas whMSC
para identificar canais de potassio ;

Observar como a glibenclamida afeta os transportadores da membrana das whMSC ;
Verificar o efeito do NPPB sobre o comportamento eletrofisiologico da membrana

das whMSC para identificar canais de cloreto.
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3 JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo de canais ibnicos em células tronco é importante pelo desdobramento que
estas estruturas podem ter no controle da proliferacdo e diferenciacdo destas células. H& poucos
trabalhos focados nos canais ibnicos presentes nas membranas plasmaticas das células tronco, e,
nenhum deles trata das células tronco mesenquimais da geléia de Wharton do corddo umbilical
humano (whMSC). O cordao umbilical é uma fonte importante de células tronco para a tdo esperada
terapia celular com células-tronco. Estes fatos determinaram o estudo dos canais i6nicos das
whMSC como objetivo maior deste trabalho.

Neste estudo procurou-se estudar os canais ibnicos presentes naquelas células-tronco e para isto
foi utilizada a técnica de “patch-clamp” na configuracdo “whole-cell” e inibidores especificos para
identificar os canais i6nicos presentes nas whMSC. Os inibidores escolhidos foram: o
tetraetilaménio (TEA) e a 4-aminopiridina (4-AP) como inibidores de canais de potassio
dependentes de voltagem e de Ca**, a Glibenclamida (GB) — um inibidor de canais de potassio
dependentes de ATP, canais anionicos dependentes de volume celular e CFTR e 0 5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino) &cido benzdico (NPPB) — um potente bloqueador dos canais de cloreto, mas que
também é capaz de bloquear os canais de potassio dependentes de Ca** de condutancia

intermediaria.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Células-tronco

Por definigdo, células-tronco (CT) séo capazes tanto de se auto-renovar como se diferenciar
em uma grande variedade de linhagens de células do organismo adulto. As células tronco sdo
classificadas baseando-se em sua espécie de origem, tecido de origem e seu potencial de
diferenciacdo em um ou mais tipos de células adultas (ver Tabela 1), no entanto algumas células-
tronco tém uma capacidade de diferenciacdo, em tipos celulares diferentes, maior que outras. Pode-
se classificar as células-tronco quanto a origem em duas classes principais: as embrionéarias e as
adultas. Considerando a capacidade de se diferenciar em outros tipos de células (plasticidade), as
CT podem ser classificadas como: 1 - totipotentes, cada célula pode se desenvolver e originar
qualquer tipo de célula do organismo, incluindo os tecidos extra-embrionarios; 2 - pluripotentes,
podem originar e desenvolver todas as celulas do embrido ; 3 - multipotentes, podem ser
diferenciadas apenas em tipos especificos de células de uma linhagem; ou unipotentes, dao origem a
apenas um tipo de célula. Por exemplo, o zigoto que pode se diferenciar em qualquer tipo de célula,

incluindo todas as células do embrido e tecidos extras embrionarios. (Herzog et al., 2003).

Quanto A origem: Quanto a plasticidade:
Embrionarias Toti- ou pluripotente
Adultas Pluri-, multi- ou unipotente

Tabela 1: Classificagdo das células-tronco. Quanto a origem, existem duas classes principais: as
embrionarias e as adultas. Considerando a plasticidade (capacidade em se diferenciar) sdo

qualificadas como: totipotentes, pluripotentes, multipotentes, e unipotentes.

Muitos tecidos adultos contém populaces de células tronco que tem a capacidade de se
renovar apos trauma, doencas, ou envelhecimento. Estas células podem ser encontradas no préprio
tecido ou em outros tecidos que servem de reservatorios de células-tronco (Pittenger et al., 1999a).
Por exemplo, na medula éssea sdo encontradas células que irdo originar a linhagem hematopoiética
e também, as células-tronco mesenquimais. As células-tronco mesenquimais (MSC), tém sido
caracterizadas por seu crescimento e aderéncia no plastico e subsequiente expansao em condigdes de
cultura especifica, pela exposicdo de antigenos de superficie e por seu potencial de diferenciacdo in
vivo e in vitro. A Inducéo da diferenciacdo destas MSC em osteoblastos, adipocitos e condroblastos,
tem sido demonstrada extensivamente sob condigdes de cultura apropriadas. Fenotipicamente as
MSCs tém sido definidas como positivas para os marcadores CD29, CD44, CD90 e CD105, e
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negativa para os marcadores da linhagem hematopoiética como CD31, CD34, CD45, CD14 e CD19
e para o antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR) (Wagner et al., 2005). Células tronco
mesenquimais do estroma da medula 6ssea foram isoladas recentemente e expandidas in vitro a
partir da medula dssea de diferentes espécies (camundongos, ratos e humanos), (Caplan & Bruder,
2001;Jiang et al., 2002;Pittenger et al., 1999a;Reyes et al., 2001;Reyes et al., 2002) .Apos injecdo
sistémica estas células apresentaram potencial multilinhagem para incorporar dentro de uma
variedade de tecidos como osso, cartilagem, musculo, pulmdo e baco (Deans & Moseley,
2000;Jiang et al., 2002;Pittenger et al., 1999a). Elas também foram capazes de formar outros tipos
de tecidos ou células in vitro como hepat6citos, cardiomidcitos e células neuronais (Caplan &
Bruder, 2001;Jiang et al., 2002;Reyes et al., 2001). Estudos em animais mostraram que transplante
de MSCs para miocérdio infartado melhorou significativamente a fungdo do coragdo (Orlic et al.,
2001;Sussman, 2001;Tomita et al., 1999).

A medula 6ssea humana tem sido reconhecida como uma importante fonte de MSC para os
estudos clinicos e experimentais (Heubach et al., 2004;L.i et al., 2005;Orlic et al., 2001;Pittenger et
al., 1999b;Theise et al., 2000). Estas MSCs humanas tém mostrado potencial para se diferenciar em
varios tipos celulares (figura 1). Elas sdo caracterizadas pelo seu alto potencial de expanséo,
estabilidade genética e alta capacidade de reproducdo em laboratdrios. Elas também apresentam
compatibilidade com a engenharia tecidual, e tém potencial para aumentar o reparo em muitos
tecidos vitais (Caplan & Bruder, 2001;Gronthos et al., 2003;Jones et al., 2002;Lodie et al.,
2002;Muraglia et al., 2000;Pittenger & Martin, 2004;Caplan & Bruder, 2001;Jiang et al.,
2002;Pittenger et al., 1999b;Reyes et al., 2001;Reyes et al., 2002).

Porém, devido a freqliéncia e a capacidade de diferenciacdo das MSCs diminuir com a idade
(D'lppolito et al., 1999), fontes alternativas de MSCs para uso autdlogo e alogénico tém sido
procuradas. MSCs foram identificadas no liquido amniotico humano, placenta,veias, sangue do
cordao umbilical (SCU) (D'lIppolito et al., 1999;Erices et al., 2000;in 't Anker et al., 2003;Panepucci
et al., 2004) , bem como em varios tecidos fetais, incluindo medula 6ssea, figado, sangue, pulméo e
baco (Campagnoli et al., 2001;in 't Anker et al., 2003).
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Figura 1: Difererenciacdo de células — tronco em células de tecidos especificos como: célula

hematopoiética, neurénio, astrocito e célula muscular.

O corddo umbilical humano (CUH) contém duas artérias e uma veia, que sdo rodeados por
tecido conjuntivo mucoide, e isso € chamado de geléia de Wharton (figura 2). O cabo é coberto por
um epitélio derivado do @mnio envolvente. O corddo umbilical humano (CUH) tem sido utilizado
como fonte alternativa desde 1988 (Gluckman et al., 1989). O sangue remanescente da veia
umbilical apos o nascimento, contém uma rica fonte de celulas-tronco hematopoiéticas e células
progenitoras, tem sido utilizadas com sucesso como uma fonte alternativa de doadores alogénicos
para tratar uma variedade de doencas oncologicas pediatricas, imunologicas, hematoldgicas
genéticas (Broxmeyer et al., 1989;Gluckman et al., 1997;Han et al., 2003;Kim et al., 2002).Células
Primitivas do estroma podem ser isoladas de geleia de Wharton do corddo umbilical e podem ser
diferenciadas em osteoblastos, condrécitos, adipdcitos, cardiomidcitos e neurocitos (Baksh et al.,
2007;Wu et al., 2009a).

1. Sangue de cordio umbilical
3. Perivascular

2. Subendotélio da veia umbilical

4 Intervascular
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Figura 2: Compartimentos do corddo umbilical contendo MSC (representacdo de secgdo transversal).
As células tronco mesenquimais podem ser isoladas da camada subendotelial da veia, como
também podem ser obtidas da geléia de Wharton, desta com maior frequéncia quando
comparada com o sangue no corddo umbilical — local que compreende a geléia de Wharton:
inclui as regiGes perivascular, intervascular e subaminion / zonas: 3-5. Adaptada de (Troyer &
Weiss, 2008).

Na maioria das vezes CUH ainda é considerado como lixo hospitalar nas salas de parto,
enquanto, em contraste com a aspiracdao de medula ossea (MO), é obtido por um procedimento
simples, seguro e indolor. S&o muitas as vantagens do CUH como fonte de células-tronco humanas
(CTHSs) em relacdo a (MO) e ao sangue periférico (SP). Primeiro, o conjunto de unidades de sangue
do corddao umbilical é facil e ndo invasiva para o doador e, portanto, 0 nimero de potenciais
doadores é maior do que no caso da medula (Wu et al., 2009b). Além disso, as MSCs de CUH sdo
mais primitivas do que as MSCs isoladas de algumas fontes de outros tecidos, (Can &
Karahuseyinoglu, 2007;Lu et al., 2006;Sarugaser et al., 2005;Wu et al., 2007). Portanto, sangue
fresco do corddo umbilical também & uma fonte promissora de células-tronco ndo-hematopoiéticas,
células endoteliais, MSCs e células tronco somaticas irrestrita (CTS), (Greschat et al., 2008;Kogler
et al., 2004;Kogler et al., 2006;Sensken et al., 2007).

4.2 Canais ibnicos

Organismos multicelulares complexos exigem uma rapida e precisa transmissdo de
informacGes entre as células e tecidos, e estreita coordenacdo das funcdes a distancia. A membrana
plasmatica separa o meio intracelular do extracelular, diante disso a concentracao idnica das células
pode ser mantida em niveis consideravelmente diferentes entre o meio intracelular e os fluidos
extracelulares. A permeabilidade seletiva da membrana mediada por canais, juntamente com a
diferenca de concentracdo idnica, gera um gradiente eletroquimico e uma diferenca de potencial
elétrico, entre o citoplasma e o meio externo . Este gradiente é bem utilizado pelas células em
diversas funces, entre elas geracdo e propagacdo de potenciais de acdo (Goldin et al., 2000).

Os canais i6nicos sdo poros constituidos por proteinas integrais presentes nas membranas
celulares e representam elementos fundamentais para o funcionamento das células excitaveis, tais
como: neurbnios, midcitos e células secretoras (Catterall et al., 2005). Estes poros sdo de grande
importancia, pois auxiliam no transporte rapido e seletivo de ions através da membrana celular,
portanto estdo relacionados a diversas funcdes fisiologicas. (Terlau & Stuhmer, 1998).

Os canais i6nicos sdo divididos em trés principais grupos, tendo sido levado em conta, o
principal estimulo para sua ativacdo. No primeiro grupo estdo os canais ativados por ligantes

intracelulares, metabdlitos ATP, AMPc, GMPc ou ions célcio, como por exemplo os canais de
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potéssio e cloreto ativados por célcio. No segundo grupo estdo os canais ativados por ligantes
extracelulares, sdo eles; receptores para neurotransmissores e canais sensiveis a acidos. Por dltimo,
canal ativado por voltagem ou dependentes de voltagem (Na+, K+, Ca+ e CI-) (Terlau & Stuhmer,
1998).

Em vertebrados os sinais elétricos e a conseqiiente transicdo de calcio intracelular controla
inimeros processos bioldgicos, tais como: a contracdo muscular, secrecdo de hormonios, a
sensibilidade ao estimulo do ambiente e processamento e saida da informacdo do cérebro para os
tecidos periféricos. Nas células ndo excitaveis, o fluxo de célcio € a chave de muitos eventos
celulares, incluindo secrecdo de expressdo génica, e divisdo celular. Todos esses processos
fisioldégicos sdo mediados em parte por membros da superfamilia de proteinas de canais ibnicos
dependentes de voltagem. Esta superfamilia de proteinas superior a 140 membros é um dos maiores
grupos de proteinas de transducédo de sinal, e muitos membros da familia sdo alvos moleculares para
toxinas e agentes terapéuticos (Yu & Catterall, 2004).

Devido a novas tecnologias utilizadas para o estudo de canais idnicos, hoje se conhece a
grande participacdo destes componentes na membrana de celulas ndo-nervosas como as
germinativas, glébulos brancos e células de glandulas endocrinas, assim passamos a saber mais
sobre importantes sinalizadores intracelulares que mantém a homeostase fisiologica, a proliferacédo
e a diferenciacéo celular (Park et al., 2007a) .

Dentre todos os tipos de canais idnicos conhecidos, 0s canais de potassio sdo 0s que
apresentam o maior grupo e a maior diversificacdo, representado cerca de 70 locus no genoma de
mamiferos (Gutman et al., 2005a). Estes canais incluem varias classes estruturalmente diferentes.
Temos o canal de potassio retificador de entrada (Kj;), composto por 2 dominios transmembrana; o
canal de potéassio de dois poros (Kzp), com 4 dominios; o canal de potéssio dependente de voltagem

(Kv) e o canal de potassio ativado por calcio (Kc,), ambos com 6 dominios (Levitan et al., 2010).

4.2.1 Canais de potassio retificadores de entrada (Ki,)

Estruturalmente os canais de potassio retificadores internos, sdo tetrameros, sendo
constituidos por dois dominios transmembrana, poros e dominios citoplasmaticos N e C-terminal,
sendo estes classificados em sete subfamilias Kirl - Kir7 (Kubo et al., 2005;Lopatin & Nichols,
1996).

Estes canais sdo um dos maiores subgrupos dentro do grupo de canais de potassio, estdo
diretamente relacionados na manutencdo do potencial de membrana e na homeostase em diversos
tipos celulares incluindo coracdo, cérebro, células vasculares e pancreas (Bichet et al., 2003;Kubo
et al., 2005;Nichols & Lopatin, 1997).
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Dentre as subfamilias encontradas nos canais Kir, destacamos os canais de K+ dependentes
de ATP (K+ ATP), sdo conhecidos por serem responsaveis pela conexdo do metabolismo celular
com a excitabilidade da membrana plasmética da célula, j& que sdo bloqueados quando a relacéo
citosolica ATP/ADP esta elevada. Estes canais estdo presentes em varias células e sdo relacionados
a eventos celulares como secrecdo de insulina nas células beta pancreaticas, protecdo contra eventos
isquémicos no coracdo e cérebro alem de estarem envolvidos na regulacdo do ténus venoso
(Teramoto, 2006). os KATP em geral apresentam duas subunidades: a primeira é a unidade
formadora do poro que pertence a familia dos canais de K+ retificadores internos (Kir6.x); a
segunda é a subunidade regulatéria onde esta localizado o receptor para as sulfoniluréias, farmacos
que bloqueiam a atividade do canal (Sun e Hu, 2009).

4.2.2 Canais de potassio dependente de voltagem (Ky)

Este grupo de canais é o maior e mais diversificado dentro da familia dos canais de potassio.
Ele é composto por 40 membros, divididos em 12 subfamilias (Kv1-Kv12). A estrutura dos canais
Kv séo constituidas por tetrameros, com subunidades composta por seis hélices transmembrana (S1-
S6) (Gutman et al., 2005b). Os canais Kv atuam em resposta a despolarizacdo da membrana durante
a fase de repolarizacdo do potencial de agdo para que a mesma retorne ao seu potencial de repouso.
Além da presenca destes canais em células excitaveis, estes também estdo presentes em células ndo
excitaveis, como diferentes tipos de células imunes, tendo importante funcdo na resposta

imunologica (Levitan et al., 2010).

4.2.3 Canais de potassio ativados por calcio

Os canais de potassio ativados por calcio sdo divididos em trés grupos; Canais de potassio
de pequena condutancia (SK, KCa2), canais de potassio de condutancia intermediaria (1K, KCa3.1)
e canais de potassio de grande condutancia (BK, KCal.1, maxi-K, ou Slo), podemos incluir ainda
canais KCa4.1 e KCad4.2 ativados por Na (Slack and Slick, respectivamente) e KCa5.1 sensivel a
pH (Salkoff et al., 2006).

Estes canais acima podem ser encontrados em lugares diversos do organismo humano,
citamos alguns exemplos; KCal.l o qual regula o tébnus do musculo liso (Khan et al.,
2001;Sprossmann et al., 2009), excitabilidade neuronal , atuacdo na atividade das glandulas
secretora de salivas e eletrolitos das glandulas salivares e eletrolitos (Perry & Sandle,
2009;Romanenko et al., 2007); Kca4 encontrado no cérebro e em diversos tipos de midcitos
(Bhattacharjee & Kaczmarek, 2005); a expressdo do canal Kcab € restrita aos testiculos (Santi et al.,
2009).
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Os canais de condutancia intermediaria KCa3.1 s8o expressos principalemnte em células
ndo excitaveis, e sdo importantes na regulacéo do volume dos glébulos vermelhos (Begenisich et al,
2004; (Vandorpe et al, 1998) e na ativagdo dos linfocitos T (Ghanshani et al., 2000;Logsdon et al.,
1997).

Os canais de pequena condutancia (SK) estéo relacionados com a excitabilidade neuronal e a
funcdo do sistema nervoso central e periférico (Bond et al., 1999;Bond et al., 2005). Os canais de
potéssio ativados por Ca®* sdo expressos no musculo liso e vasos, regulando assim as funcdes
vasculares (Feletou, 2009;Ledoux et al., 2006).

4.2.4 Canais de cloreto dependentes de voltagem (CIC)

Os CICs foram descobertos por clonagem utilizando a expressdo de mRNA isolado do 6rgéo
elétrico do peixe Torpedo marmorata. As proteinas da familia CIC sdo amplamente expressas em
procariotas e eucariotas. Nos mamiferos, existem nove genes CIC que codificam canais de cloreto
da membrana plasmatica (CIC1(CLCN1), CIC2 (CLCN2), CICka (CLCNKA), CICkb (CLCNKB))
e proteinas intracelulares (CIC3 (CLCN3), CIC4 (CLCN4), CIC5 (CLCN5), CIC6 (CLCN®6), e
CIC7 (CLCNY)).

Os canais de cloretos membros da familia CIC estdo amplamente distribuidos em varias
espécies e desempenham importantes fungdes bioldgicas (Jentsch et al., 2002a).

Os canais CIC sdo proteinas transmembrana constituidas de duas subunidades idénticas que
apresentam varios sitios de ligacdo para o Cl". Foram identificados até o momento 9 subtipos de
canais que, em funcdo da homologia estrutural, foram divididos em 3 subfamilias (Chen & Hwang,
2008). A primeira delas compreende os canais CIC-1, CIC-2, CIC-Ka e CIC-Kb. Eles estdo
presentes principalmente na membrana plasmatica das células e sdo responsaveis pela estabilizacdo
do potencial transmembrana e pelo transporte transepitelial. A segunda familia é composta pelos
canais CIC-3, CIC-4 e CIC-5, os quais sdo expressos principalmente nas organelas intracelulares e
estdo relacionados com a regulacdo do pH vesicular (Chen & Hwang, 2008). Diferentemente dos
demais membros da familia, o CIC-3 esta localizado tanto na membrana plasmatica quanto em
organelas intracelulares e esta presente na maioria dos tecidos (Jentsch et al., 2002b;Chen &
Hwang, 2008). Relata-se que o influxo de CI através dos canais CIC-3, estimula a exocitose em
células de mamiferos (Barg et al., 2002). Os canais CIC-6 e CIC-7, membros da terceira subfamilia,
estdo presentes em varios tecidos e a expressdo destes canais ocorre preferencialmente nas
organelas onde atuam na manutencdo do pH. A atividade dos canais CIC é modulada
principalmente pelo potencial transmembrana, porém, a regulacdo por anions, pH, mensageiros
intracelulares e proteinas cinases também foi relatada (Dutzler, 2006). Sabe-se que o anion CI esta

envolvido no processo de homeostase intracelular do Ca®*. A ativagdo de canais e transportadores
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de CI" mantém o potencial de membrana suficientemente negativo para facilitar o influxo de Ca?*.
Os bloqueadores de canais de CI” podem afetar a sinalizacdo da concentrac&o intracelular de Ca?*
através da modulacéo do fluxo de CI'. Dessa forma, o CI” aparece como um importante regulador de
processos exocitéticos estimulados pelo Ca?* (Barg et al., 2002).

As estruturas de duas proteinas bacterianas CIC foram determinadas por cristalografia. As
estruturas CIC dos eucariontes, embora ainda ndo tenham sido determinadas por esta técnica, foram

modeladas por homologia dos CIC dos procariotas.

4.3 Modulagdo de canais ionicos

Os agentes que modulam canais de potéssio controlados por voltagem (K,) estdo
distribuidos em trés categorias quimicas: ions metalicos, moléculas organicas pequenas (PM 200-
500 Da) e peptideos derivados de veneno (PM 3-6 kDa) (Wulff et al., 2009).

Os canais i6nicos dependente de voltagem tém grande importancia em muitos aspectos na
regulacdo celular e na transducédo de sinais, por isso, séo alvos moleculares para uma enorme escala
de toxinas bioldgicas potentes. Entre estas se incluem as toxinas alcaldides hidrofobicas e as toxinas
soluveis em lipideos que se ligam ao lado interno da membrana. Com isto, elas modificam o
ativador do canal através da ligacdo com o dominio do sensor de voltagem ou das subunidades
auxiliares que formam o canal (figura 3), e, como consequiéncia, alteram a cinética, condutancia

e/ou a dependéncia de voltagem deste canal (Catterall et al., 2007;Wulff et al., 2009).
Toxinas bloqueiam o exterior do poro

Toxinas modificam o ativador l

membrana
Blogueio interno do poro

Modificador do ativador

Desinativador

Kv2
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Figura 3: Estrutura do canal de potassio controlados por voltagem (K, 1.2) com a regido S5-P-S6
(verde), dominio do sensor de voltagem (cinza ), dominio de tetramerizacdo (verde) e a
subunidade K,B2 intracelular (rosa). Apenas duas das quatro subunidades sdo mostradas
(Wulff et al., 2009).

Tanto toxinas hidrofilicas de baixo peso molecular quanto toxinas polipeptidicas grandes
atuam do lado extracelular e bloqueiam a passagem dos ions impedindo fisicamente o fluxo idnico
através dos canais (Catterall et al., 2007).

Ativagdo farmacologica de canais de K™ em células excitaveis reduz a excitabilidade destas
células, enquanto a inibicdo do canal tem um efeito oposto e aumenta a sua excitabilidade (figura
4). (Wulff et al., 2009).

Potencial de acdo

neuronal normal

Diminui¢do do Aumento da freqiiéncia
Potencial de acdo do Potencial de acio
’ Inibidorss de canal Inibidores de canal
- de potassio (K) de potassio (K) (¥
._.' Intervencio _'
terapéutica
Depressio do SNC, desordens Hiperexcitabilidade do
da conducdo neuronal SNC, doenca bipolar e
(esclerose miiltiplas) esquizofrenia

Figura 4: Transmissdo da informagdo dentro do sistema nervoso. Essa transmissdo esta codificada na
freqiéncia do disparo do potencial elétrico em fibras nervosas. As alteracBes patologicas na freqiéncia
de disparo do potencial de acdo podem levar a uma variedade de desordens neuroldgica e fisioldgica.
Canais K, desempenham importantes papeis na definigdo do formato de onda do potencial de acéo e os

moduladores destes canais podem ter utilidade terapéutica (Wulff et al., 2009).
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4.3.1 Ligantes dos canais de potéssio dependentes de voltagem (Ky)

O tetraetilamoénio (TEA, figura 5) e outros compostos de aménio quaterndrio (QAS)
aplicado interna ou externamente bloqueiam varios canais de K * (Stanfield, 1983), Cujo,
mecanismo de agéo atua ocluindo fisicamente o poro interno inserindo seu grupo de amonio na via

de permeacdo de ions, como demonstrado na (figura 6).
H 3 C j 1 r C H 3
N
H,C—" “—CHx

TEA

Figura 5: Representacdo da formula estrutural do tetraetilamdnio (TEA)

Cl
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Figura 6: Blogueio intracelular do canal de potassio (KcsA) pelo inibidor TEA. llustracdo gréafica do
TEA no filtro de seletividade do canal K (Kutluay et al., 2005).

Os dados eletrofisiologicos sugerem que QAS podem entrar e sair do canal somente quando
ele estiver aberto, mas pode ser preso no canal fechado (ARMSTRONG, 1971;ARMSTRONG &
Hille, 1972;ARMSTRONG, 1974a). fons de amdnio quaternarios (QAS) tém sido ferramentas
indispensaveis na analise de detalhes moleculares da ativacdo e conducgdo dos canais de potassio
ativados por voltagem (K,) (ARMSTRONG, 1974b;French & Shoukimas, 1981;Liu et al., 1997).

Sua utilidade principal esta relacionada com duas importantes caracteristicas: sua diversidade
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estrutural incluindo tanto moléculas simétricas como tetraetilamonio (TEA) e tetrabutilamonio bem
como moléculas assimétricas e a localizagdo em que eles se ligam.

Quase todos os canais de K, sdo bloqueados por QAS no lado intracelular (Kutluay et al.,
2005). Especificamente o bloqueio interno é largamente determinado pela hidrofobicidade da
substancia utilizada (ARMSTRONG, 1971;French & Shoukimas, 1981). De acordo com simples
cenario, o processo de bloqueio pode ser visto como sendo completamente independente de
permeacdo. Na realidade, no entanto, estd claro que ions permeantes também julgam importante
papel na ligacdo do bloqueio, outros por competicdo direta com o blogueador pelo sitio de ligagéo,
ou indiretamente através da repulsdo eletrostatica (Hille & Schwarz, 1978;Spassova & Lu,
1998;Spassova & Lu, 1999;Thompson & Begenisich, 2000;Thompson & Begenisich,
2001;Thompson & Begenisich, 2003).

Devido a estas complexidades de ligacdo da molécula blogueadora, o entendimento da
contribuigéo precisa de cada fator requer por fim o conhecimento da estrutura do canal e o ciclo de
permeacdo. O QAS é amplamente aplicado em estudos experimentais, portanto € importante
entender como essas moléculas interagem e se associam com o0s canais de potasio a nivel
microscopico.

Um outro tipo de QAS € o 4-aminopiridina (4-AP, figura 7), que € um lipidio soluvel
composto por amoénio quaternario, utilizado classicamente para bloquear seletivamente a
condutancia de potassio em nervos de barata, em axonio gigante de lula (Meves & Pichon,
1975;Yeh et al., 1976), em nodulos de Ranvier (Ulbricht & Wagner, 1976) e em musculo
esquelético de ra (Gillespie & Hutter, 1975).0 efeito do 4-AP nas correntes de potassio de axonio
de lula difere do efeito do TEA , um inibidor classico da conduténcia de potassio (ARMSTRONG
& BINSTOCK, 1965;ARMSTRONG, 1974b). 0 4-AP atua igualmente nos lados interno e externo
da membrana, enquanto o tetraetilaménio é somente efetivo do lado interno. O 4-AP nédo tem efeito
em correntes de entrada de potassio. A mais interessante caracteristica da acdo do 4-AP é o efeito de
pulsos de fixacdo repetitivos: o tamanho da corrente de potassio € muito lenta durante o primeiro
pulso de despolarizacdo, mas rapido durante o segundo pulso e pulsos posteriores. Este fenbmeno
tem sido observado em ax6nio de barata , em axénio gigante de lula (Meves & Pichon, 1975;Yeh et
al., 1976) e em nddulos de Ranvier e em musculo esquelético de ra (Ulbricht & Wagner, 1976). Isto

é explicado pela remocao parcial do bloqueador 4-AP durante o primeiro pulso de despolarizacéo.
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=

NH,

4-AP

Figura 7: Representacdo da formula estrutural da 4-aminopiridina (4-AP)

4.3.2 Ligantes de canais de potassio dependente de calcio (Kc,)

Iberiotoxina (IBTX) é capaz de bloguear canais de potassio ativado por célcio de grande
condutancia (BK) ao se ligar a abertura externa do canal. O bloqueio é caracterizado pelo
aparecimento dos estados de ndo condutancia prolongada e separacdo da atividade do canal (Candia
et al., 1992). Resultados similares tém sido relatados por (Giangiacomo et al., 1992) utilizando um
K (Ca), canal de musculo liso de aorta bovina.

Clotrimazol, um imidazol antimicético inibidor da P-450, tem sido utilizado em ensaios
clinicos para a prevencdo de desidratacdo celular na anemia falciforme (Brugnara et al., 1993) e
para o tratamento de talassemia-b (De et al., 1996).A inibicdo induzida por Clotrimazole dos
canais Kca nas hemacias falciformes parece ser independente da atividade da P-450 (Brugnara et
al., 1995;Coupry et al., 1996). Nas celulas musculares lisas da veia porta de rato, clotrimazol
também induziu uma ligeira inibicdo da IK (Ca) (Edwards et al., 1996). Por outro lado, foi relatado
que o clotrimazol pode efetivamente inibir a amplitude de IK (Ca) em células musculares lisas e
veia porta de furdo (Rittenhouse et al., 1997b) células de eritroleucemia de murino (Rittenhouse et
al., 1997a), células epiteliais do colon (Devor et al., 1997;Rufo et al., 1997) e células pancreaticas b
(Welker & Drews, 1997).

Apamina é uma neurotoxina do veneno de abelha, de 10 aminoacidos contendo duas pontes
de dissulfeto. As experiéncias de fixacdo de voltagem e fixacdo de corrente tém mostrado que a
apamina aplicada externamente blogqueia especificamente em baixa concentracdo (0,1 uM) canais
de potéssio dependentes de Ca*? que medeiam a longa duracédo ap6s a hiperpolarizagdo em células
de neuroblastoma e células musculares de ratos em cultura. Os canais de potassio dependentes de

Ca*? séo insensiveis ao tetraetilamonio (TEA) (Lazdunski et al., 1985).



27

4.3.3 Ligantes de canais de potéssio dependente de ATP (Katp)

Os canais de Katp séo alvos de duas maiores classes de compostos terapéuticos, inibidores
como as sulfoniluréias e ativadores (KCOs), como bepridil (Ashcroft & Gribble, 2000;Gribble &
Reimann, 2003). Destes, os mais importantes clinicamente sdo as sulfoniluréias. Elas sdo
blogqueadores de Katp que sdo usadas para estimular a secrecdo de insulina em pacientes com
diabetes mellitus tipo Il (Gribble & Reimann, 2003). Os KCOs ativam canais Karp COm uma grande
escala de aplicacOes terapéuticas potenciais (Ashcroft & Gribble, 2000). Todas estas drogas afetam
canais Karp Via acdo no receptor de sulfoniluréia (SUR). Sulfoniluréias tal como acetohexamida,
tolbutamida, glipzida, glibenclamida, e glimepirida contém uma esrutura s-fenilsulfonilureia (Doyle
& Egan, 2003;Edwards & Weston, 1993). A estrutura da glibenclamida esta mostrada na figura 8.

A acdo antidiabética da sulfoniluréia foi primeiramente relatada em estudos para antibidticos
sulfonamido que foram originalmente explorados como um tratamento efetivo para tifoide. O
componente foi encontrado inesperadamente para induzir a hipoglicemia (Patlak, 2002).
Sulfoniluréias ligam a SURX de canais Katp . Em células pancreaticas essa ligacdo inibe o efluxo de
K" através dos canais Karp, causando despolarizagdo da membrana celular pela abertura dos canais

de célcio dependente de voltagem (Cav), inducéo do influxo de Ca®* e secrecdo de insulina.

Z—T'J:D
o

N

NH ]/

HM

Cl 8]

Glibenclamida

Figura 8: Representacdo da formula estrutural da Glibenclamida

Sobre condicdes fisiologicas, um certo nimero de fatores adicionais estdo envolvidos na
acdo da sulfoniluréia. Canais de Katp nativos, analisados eletrofisiologicamente na configuracéo
“cell-attached”, sdo quase totalmente inibidos pela sulfoniluréias. Enquanto que nas membranas as
drogas podem bloguear 0os mesmos canais em 50-70% (Gribble & Reimann, 2003). Essa diferenca
pode ser atribuida a presenca de nucleotideos difosfatados citoplasmaticos (NDPs), tais como Mg-

ADP. Estes por sua vez influenciam Kir6.2/SURL através de dois mecanismos: forte ativacéo
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através da inibicdo SUR1 e fraca inibicdo através do sitio de ligacdo do ATP em K;6.2, com a
primeira contrabalanceada por sulfoniluréias. Portanto, o efeito inibitério de sulfoniluréias em
canais Katp e canais K;6.2/SUR1 em células nativas é aparentemente reforcado através da
supressdo do efeito estimulatério de nucleotideos difosfatados (Mg-NDP) (Babenko et al.,
1999;Gribble et al., 1997).

4.3.4 Ligantes de canais de cloreto (CI")

Estudos tém mostrado que correntes de CI™ da veia porta de coelho podem ser reduzidas por
compostos tais como 4-acetamido-4'-isothiocianato-2,2'-stilbenedisulfonic acid disodium salt
(SITS), 4,4’ -diisothiocyanatostilbene-2,2” -disulfonic acid disodium salt (DIDS), anthracene 9-
carboxylate (9-AC) e acido niflumico. No entanto, essas drogas também aumentaram a magnitude
de correntes de potéssio sensivel ao Célcio (Hogg et al., 1994a;Hogg et al., 1994b).

O acido 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzéico (NPPB) é amplamente utilizado como um
inibidor de diversos canais de cloreto. O NPPB é um inibidor da liberacdo de ATP mediada por
canais de CI" (Hisadome et al., 2002;Sauer et al., 2000) e também & um potente inibidor da
condutancia do CI° epitelial (Wangemann et al., 1986). Além disso, esse agente bloqueia
completamente canais de cloreto retificadores de saida presentes no epitélio da traquéia canina (L1
et al., 1990) e enterdcitos do colon de ratos (Singh et al., 1991;Venglarik et al., 1994). Estudos
recentes também demonstram que o NPPB inibiu correntes de CI" em células-tronco mesenquimais

de medula déssea de rato (Tao et al., 2007). A estrutura do NPPB esté presente na figura 9.

ﬁ

N
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Acido 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoico (NPPB)

Figura 9: Representacao da formula estrutural do NPPB.

4.4 A técnica de “patch clamp”

A técnica de “patch clamp” originou-se de um esforgo para registrar correntes idnicas em
canais i6nicos individuais em membranas biologicas. A idéia geral foi tentar isolar uma pequena

area da membrana celular (“patch”) para efetuar medicdes elétricas locais. Para isto a ponta de um
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eletrodo (micropipeta de vidro preenchida com solucdo fisiolégica) era colocada na superficie da
célula de modo que correntes idnicas do “patch” pudessem ser registradas em decorréncia da
fixacdo do potencial elétrico (“voltage clamp”).(Hamill et al., 1981)

A analise destes registros levou a conclusdo de que tais eletrodos permitiam o registro de
correntes da ordem de picoampéres toda vez que a resisténcia do selo (resisténcia entre o interior da
micropipeta e 0 meio extracelular) pudesse ser muito maior que a resisténcia interna do eletrodo.
Otimizagcdo na geometria da micropipeta e a aplicacdo de uma pequena succdo dentro da
micropipeta em contato com a celula conduziram a descoberta do fenomeno chamado “formagéo do
giga-selo” (resisténcia do selo da ordem de dezenas de Mega-ohms) demonstrado na (figura 10).
Esse fendmeno consiste de uma transicdo repentina da resisténcia de selo da ordem de dezenas de
mega-Ohms. Embora as bases fisicas para a formacdo do giga-selo ainda ndo estejam bastantes
claras, sua formagdo certamente aumenta a resolucdo dos registros em uma ordem de grandeza e

produz estabilidade mecanica do “patch” dentro da micropipeta. (Hamill et al., 1981).

‘Giga-ohm’ seal formation

Patch pipette

J — “10mV — Voltage pulse, V
Cell——— O
% pA | Current flow, |-
Cell-attached mode
Backfill with '
Amphotericin B E Increase in R,

‘Dip fill' no
Amphoterlcm B

Perforated configuration Whole-cell configuration

] Perforation jPatch rupture

Figura 10: Formacdo do giga—selo e possiveis configuragdes de registro da técnica de “Patch clamp”.
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Uma variedade de configuracdes de registros é possivel ap6s a formacdo do giga-selo. A
(figura 11) ilustra quatro configuragdes basicas de “patch clamp”. Os nimeros que aparecem na
figura representam potenciais elétricos (em milivolts, “mV”’) que foram escolhidos de modo que um
potencial de -50 mV ficasse aplicado em todas configuracGes representadas (assumindo um
potencial de repouso da célula de -70 mV). O canto superior esquerdo representa a aproximacao do
eletrodo na célula para formacdo do giga-selo e a obtencdo da configuracdo de “cell-attached patch
clamp”. A partir desta configuracdo podem ser obtidas: 1- a configuracdo de “inside-out patch
clamp” em decorréncia do afastamento do eletrodo de modo a separar o “patch” de membrana da
célula; 2- a configuragdo de “whole-cell patch clamp”, pela ruptura do “patch” usando pulso de

suc¢do ou tensdo; e 3- a configuragdo “outside-out patch clamp”.

Configuracoes

Figura 11: llustrac&o das quatro configuragdes basicas em “Patch clamp”.
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ABSTRACT

The knowledge about diversity of ion channels in stem cells is important because these
structures can participate in controlling their proliferation and differentiation. However, few studies
focused on ion channels presented in the plasma membranes of stem cells. Moreover, there is not a
study of ion channels presented in the plasma membranes of mesenchymal stem cells in Wharton's
jelly of human umbilical cord (whMSC) although umbilical cord is one of important sources of
stem cells for cell therapy. These facts predetermined the aim of the present study — looking for
types of ion channels presented in whMSC. Patch-clamp technique in whole-cell configuration and
specific inhibitors of ion transport were used to identify type of ion channels presented in whMSC.
Inhibitors chosen were: tetraethylammonium (TEA) and 4-aminopyridine (4-AP) - inhibitors of
voltage-gated and Ca®* - dependent potassium channels; glibenclamide (GB) - an inhibitor of ATP-
dependent potassium channels, volume and cAMP sensitive anion channels; and 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino) benzoic acid (NPPB) - a potent blocker of chloride channels, which is able to
block Ca** - dependent potassium channels of intermediate conductance. We observed that the
voltage-activated ionic currents of whMSC could be significantly blocked by TEA (10 mM), 4-AP
(5 mM) and NPPB (100 mM). The results indicate the presence of voltage- and Ca** - dependent
potassium channels and voltage-dependent CI" -channel as it was described for stem cells isolated
from other adult tissues. Using GB (100 mM) we have expected to observe the similar inhibitory
action or lack of effect, but unexpectedly found that GB significantly increased (stimulated) the
voltage dependent transmembrane current. Such effect was not reported before. In all cases the
effects of used inhibitors were reversible. These results demonstrate that the cytoplasmic membrane
of Wharton's jelly mesenchymal stem cells of human umbilical cord possesses of voltage-gated and
Ca** -dependent K" channels and voltage dependent CI™ channels. The surprising effect of
glibenclamide indicates the presence of unknown ion channels in the membranes of whMSC. Other
experiments are needed to identify them.

Key words: Wharton's jelly; mesenchymal stem cells; ion channels; Patch-clamp;
tetraethylammonium (TEA); 4-aminopyridine (4-AP); glibenclamide (GB); 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino) benzoic acid (NPPB).
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INTRODUCAO

Muitos tecidos adultos contém populacbes de células tronco que tem a capacidade de se
renovar apos trauma, doencas, ou envelhecimento. Estas células podem ser encontradas no proprio
tecido ou em outros tecidos que servem de reservatorios de células-tronco (Pittenger et al., 1999a).
Por exemplo, na medula dssea sdo encontradas células que irdo originar a linhagem hematopoiética
e também, as células-tronco mesenquimais. As células-tronco mesenquimais (MSC), tém sido
caracterizadas por seu crescimento e aderéncia no plastico e subsequente expansdo em condicdes de
cultura especifica, pela exposicdo de antigenos de superficie e por seu potencial de diferenciacdo in
vivo e in vitro. A Inducdo da diferenciacdo destas MSC em osteoblastos, adipocitos e condroblastos,
tem sido demonstrada extensivamente sob condigdes de cultura apropriadas. Fenotipicamente as
MSCs tém sido definidas como positivas para os marcadores CD29, CD44, CD90 e CD105, e
negativa para os marcadores da linhagem hematopoiética como CD31, CD34, CD45, CD14 e CD19
e para o antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR) (Wagner et al., 2005). Células tronco
mesenquimais do estroma da medula 0ssea foram isoladas recentemente e expandidas in vitro a
partir da medula 6ssea de diferentes espécies (camundongos, ratos e humanos), (Caplan & Bruder,
2001;Jiang et al., 2002;Pittenger et al., 1999a;Reyes et al., 2001;Reyes et al., 2002) .Apds injecao
sistémica estas células apresentaram potencial multilinhagem para incorporar dentro de uma
variedade de tecidos como o0sso, cartilagem, musculo, pulmdo e baco (Deans & Moseley,
2000;Jiang et al., 2002;Pittenger et al., 1999a). Elas também foram capazes de formar outros tipos
de tecidos ou células in vitro como hepatocitos, cardiomidcitos e células neuronais (Caplan &
Bruder, 2001;Jiang et al., 2002;Reyes et al., 2001). Estudos em animais mostraram que transplante
de MSCs para miocéardio infartado melhorou significativamente a funcdo do coracdo (Orlic et al.,
2001;Sussman, 2001;Tomita et al., 1999).

A medula 6ssea humana tem sido reconhecida como uma importante fonte de MSC para os
estudos clinicos e experimentais (Heubach et al., 2004;L.i et al., 2005;Orlic et al., 2001;Pittenger et
al., 1999b;Theise et al., 2000). Estas MSCs humanas tém mostrado potencial para se diferenciar em
varios tipos celulares. Elas sdo caracterizadas pelo seu alto potencial de expansdo, estabilidade
genética e alta capacidade de reproducdo em laboratérios. Elas também apresentam
compatibilidade com a engenharia tecidual, e tém potencial para aumentar o reparo em muitos
tecidos vitais (Caplan & Bruder, 2001;Gronthos et al., 2003;Jones et al., 2002;Lodie et al.,
2002;Muraglia et al., 2000;Pittenger & Martin, 2004;Caplan & Bruder, 2001;Jiang et al.,
2002;Pittenger et al., 1999b;Reyes et al., 2001;Reyes et al., 2002).

Porém, devido a freqliéncia e a capacidade de diferenciacdo das MSCs diminuir com a idade

(D'lppolito et al., 1999), fontes alternativas de MSCs para uso autdlogo e alogénico tém sido
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procuradas. MSCs foram identificadas no liquido amniético humano, placenta,veias, sangue do
cordao umbilical (SCU) (D'lIppolito et al., 1999;Erices et al., 2000;in 't Anker et al., 2003;Panepucci
et al., 2004) , bem como em Vérios tecidos fetais, incluindo medula 6ssea, figado, sangue, pulméo e
baco (Campagnoli et al., 2001;in 't Anker et al., 2003).

O corddo umbilical humano (CUH) contém duas artérias e uma veia, que sdo rodeados por
tecido conjuntivo mucoéide, e isso é chamado de geléia de Wharton. O CUH tem sido utilizado
como fonte alternativa desde 1988 (Gluckman et al., 1989). O sangue remanescente da veia
umbilical apds o nascimento, contém uma rica fonte de células-tronco hematopoiéticas e células
progenitoras, tem sido utilizadas com sucesso como uma fonte alternativa de doadores alogénicos
para tratar uma variedade de doencas oncoldgicas pediatricas, imunoldgicas, hematologicas
genéticas (Broxmeyer et al., 1989;Gluckman et al., 1997;Han et al., 2003;Kim et al., 2002).Células
Primitivas do estroma podem ser isoladas de geleia de Wharton do cord@o umbilical e podem ser
diferenciadas em osteoblastos, condrocitos, adipdcitos, cardiomidcitos e neurécitos (Baksh et al.,
2007;Wu et al., 2009a).

Os canais i6nicos sdo poros constituidos por proteinas integrais presentes nas membranas
celulares e representam elementos fundamentais para o funcionamento das células excitaveis, tais
como: neurbnios, miocitos e células secretoras (Catterall et al., 2005). Estes poros sdo de grande
importancia, pois auxiliam no transporte rapido e seletivo de ions através da membrana celular,
portanto estdo relacionados a diversas funcdes fisioldgicas. (Terlau & Stuhmer, 1998).

O potencial terapéutico das células-tronco e as perspectivas de uma medicina regenerativa
sdo altamente promissores. A caracterizacdo cada vez mais detalhada de novos tipos de células
tronco/progenitoras em tecidos adultos e a exploracdo de fontes alternativas destas células, como o
sangue de corddo umbilical, traz consigo muitos avancos. Neste trabalho caracterizamos os canais
idnicos das celulas tronco da geléia de Warthon do cordao umbilical humano (whMSC). Néo se
sabe a significancia das mudangas no funcionamento dos canais idnicos na diferenciacdo ou
proliferacdo destas células, o que limita as aplicacbGes terapéuticas. Por isso, desvendar seus
mecanismos moleculares e principalmente caracterizar os canais idnicos participantes pode fornecer
informacGes importantes sobre a regulacdo da proliferacdo e diferenciacao celular, possibilitando a

utilizacdo da modulacdo dos canais idnicos no controle destes fenémenos.
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MATERIAIS E METODOS

Isolamento das celulas-tronco mesenquimais da geléia de Wharton do

cordao umbilical humano (gW-CUH).

As células-tronco foram isoladas de corddo umbilical humano e imunofenotipadas de acordo
com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE).

Para se obter as células do estroma de corddo umbilical, coletamos o corddo durante o parto.
Este foi entdo depositado em solucéo fisioldgica estéril mantida a 4° C (0.14 M de NaCl, 0.004 M
de KCI, 0.001 M de tampdo fosfato, 200 units/ml de penicilina, 200 pg/ml de estreptomicina,
5ug/ml de anfotericina B e 10 mM de glicose, pH 7,4).

No laboratorio, o corddo foi cortado em pedacos de 10 cm e lavado com uma solucéo estéril
fisiologica. Em seguida adcionou-se uma solugdo enzimatica . Depois disso os pedacos do tecido
foram homogeneizados para liberar as células. As células foram isoladas dos tecidos por agéo
enzimatica, sendo o intervalo entre a coleta do tecido e 0 seu processamento de até 3 horas.

A concentracgdo das células foi determinada através de contagem em camara de Neubauer. O
namero de células vidveis foi determinado pela técnica de exclusdo de células ndo vidveis coradas
pelo azul de trypan. As células foram semeadas em garrafas de cultura de 25 ou 75cm® com meios
(a-MEM, DMEM, 199) suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e os antibidticos
penicilina e estreptomicina na concentracdo de 2,5 U/ml. As garrafas foram mantidas na estufa de
CO; e a expansdo das células foi monitorada diariamente. As células-tronco foram isoladas por
selecdo positiva com nanoparticulas magnéticas com Kit Easy Sep de acordo com o fabricante

(Stem Cell Technologies).

Medicbes eletrofisiologicas

As células cultivadas em placas de petri foram tratadas com tripsina-EDTA para removeé-las do
fundo da placa, logo apo6s, inativou a tripsina usando meio de cultura (DMEM) contendo 10% soro
fetal bovino (SFB) na proporcdo de 2:1 (DMEM:SFB), as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio DMEM. Aproximadamente 100 puL do meio, contendo células, foi
adicionada em uma camara de registro, contendo uma solucdo de perfusdo, montada na platina de
um microscopio invertido (Nikon TMS). O microscépio situava-se em uma mesa flutuante (air-

table, Tecnical Manufacturing Corporation; MA, USA) contida em uma gaiola de Faraday. A
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camara tem um volume aproximado de 0,5 ml e foi perfundida, continuamente, usando-se um
sistema de fluxo convencional baseado na gravidade ( 1 mL/ min) e removida por um aspirador
ajustavel a vacuo. As trocas de solucbGes foram feitas com valvulas manuais conectadas a
mangueiras de conducdo proximas a cAmara de registro. As correntes idnicas através da membrana
celular foram registradas, como descrito por (Hamill ET AL.,1981), usando um amplificador de
patch (List EPC8 — HEKA Eletronic). A aquisicdo dos dados foi feita por uma placa conversora
A/D ITC- 18 com PatchMaster with Software Lock-In Amplifier (ambos de HEKA). O contato da
ponta da micropipeta com as celulas foi realizado com a ajuda de um micromanipulador (MX3-
Narishige). As micropipetas de patch foram confeccionadas com capilares boroslicado usando-se
um puxador (Micropuller PP-830, Narishige). Foram usadas somente as micropipetas com
resisténcia entre 2 e 5 MQ. Na (Figura 13) ilustramos os equipamento basicos para realizacdo dos
experimentos citados anteriormente. Nos registros das correntes ionicas usamos uma taxa de
amostragem de 5 kHz e aplicaremos um filtro passa baixa (Bessel) de 1kHz. Todos os experimentos
foram executados na temperatura ambiente (22 a 26 °C). Os dados foram organizados como medias
+ D.P. As diferencas foram consideradas significativas no nivel de 0.05. Os experimentos foram
realizados em modo “Whole-cell” Solugdo de perfusdo (Ringer) (em mM):130NaCl, 2,8KCl,
2CaCl,, 2MgCl,,10 Hepes18,4 Manitol. pH 7,4 ajustado com NaOH. Solugcdo da micropipeta (em
mM):127 K-aspartato, 16KCI, 1MgCl,, 2ATP-Na,, 1IEGTA, 20 Hepes. pH 7,2 ajustado com KOH
ou KCl.

RESULTADOS

Familias de correntes de canais ibnicos

Nas células tronco mesenquimais de corddo umbilical humano de geléia de wharton isoladas
e cultivadas, observamos na figura 1 (A e B) dois ensaios onde as correntes idnicas ativadas por
pulsos de voltagens mostraram um componente de rapida ativacdo com oscilagdes de ruido em
potenciais entre 30 a 60mV similar a correntes de potassio ativado por célcio (Ikca) € um
componente que tem corrente de ativacdo lenta (B) em potenciais entre 20 a 60mV similar a
corrente de potéssio de retificacdo tardia (Ikpgr). Encontramos também em (A) outro tipo de corrente
chamada de corrente de saida transitoria (l,) que apresenta uma ativacdo rapida acompanhado de
inativacdo similar com Iy, observada em células cardiacas e neuronais. Tanto I, como Ikpr co-

existiram com IKc,.
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Figura 12: Diferentes padrdes de correntes de membrana registradas em MSCs-CUH de geléia de
Wharton. A- correntes de saida de ativacao rapida apresentando reducdo de amplitude durante

0 pulso de voltagem, B — correntes de ativagdo lenta dependentes de voltagem.

A (figura 2) ilustra correntes de saida de membrana obtidas por intervalos de voltagem de
300 ms entre -60 e +60 mV de um potencial aplicado inicialmente de -40 mV. A figura (2-A)
mostra tracos de correntes registradas em condicGes controle na qual observamos uma corrente de
saida ativada rapidamente com oscilacdo de ruido entre +30 e +60mV, semelhante a corrente de
potassio ativado por calcio (lke), apds aplicacdo de 10 mM de tetraetilamonio — TEA (2-B), um
inibidor ndo especifico de canais de potassio, observamos uma expressiva reducao dessas correntes
que retornou a valores aproximados de sua intensidade inicial apds retirada do inibidor com
lavagem de fluxo continuo durante 5 min (2-C). em solucgéo ringer isotdnica. Em (2-D) temos a
relacdo entre corrente e voltagem dos registros obtidos durante a aplicacdo dos diferentes pulsos de
voltagem indicando as retificaces de correntes de saida a partir de -10 até +60 mV. Comparando 0s
registros controle (2-A) com aqueles ap6s aplicacdo do TEA (2-B) nota-se uma progressiva
reducdo do valor da intensidade da corrente de potéssio, essa reducdo se inicia em voltagens

despolarizantes a partir de +20 mV.



50

1
e ] Lo
{ 10mM de TEA
00 4 2 00
{
By 00 4 - 0o
< <
S | S
s | W) whaV 2
13 4 {475 AT TR A s 0
© o e e e o
1 _M——
{
4 4
|
{ {
i
", — 400
Y 0 v 0 1% P 0 X
Yempo (ms) Tempo (ms)
|
8500 <
Lavado 8- controle :
® TEA (10mM) w04 1
900 4 & Lavado
% 1 g TRCE TR g 0
S - | . 4
. f
; %0 4 < 0 4
s PONAN e NNt it b=
o ey g § 20 3
04 g
Q
Qo -
' . .
8 e
00 4 o | i
—= s—o -8 S0 .~ v
0 2

40 [} » 40 &

9 100 " 20 Fe s X0
Voltagem (mV)
Tempo (ms)

Figura 2: Correntes de potassio sensivel ao inibidor Tetraetilamoénio (TEA) em células tronco de cordéo
umbilical humano. Correntes de membrana foram registradas com intervalos de voltagem de
300-ms como apresentado dentro da figura: A - na auséncia (controle), B - na presenca de
10mM de TEA e C - apo6s retirada do TEA (lavado) com solugdo ringer isoténica, D -

Relagdo corrente x voltagem de correntes de potassio no controle, com TEA e lavado.

A (figura 3) apresenta o percentual médio de bloqueio do TEA em células tronco
mesenguimais de corddo umbilical correspondendo aos pulsos de voltagens de 10 mV a 60 mV
onde observamos expressiva reducdo de correntes de potassio sensiveis ao TEA em todas as
voltagens registradas acima de 10 mV. Ao testarmos esta diferenca com o teste T de Student
pareado e bicaudal verificamos que ela era significativa (p<0,05) para todas as voltagens
registradas. Também observa-se na figura 3 que a inibicdo pelo TEA tem uma expressiva

dependéncia de voltagem.
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Figura 3: Percentual médio da acdo do inibidor tetraetilamonio sobre as correntes de potassio
relacionadas aos pulsos de voltagens entre 10mV e 60mV (n=3). Aproximadamente 80% (+/-

13%) das correntes de potassio sensiveis ao TEA foram inibidos em +40mV.

Correntes de saida transitoria (l,) foram detectadas juntamente com IKc, em hMSCs. A
(figura 4) mostra tracos de Iy, registrados sob condicdes controle (4-A) e apds a aplicagcdo 5mM do
inibidor 4-aminopiridina - 4-AP (4-B). Iy, foi inibida consideravelmente, enquanto IKc, foi
levemente suprimido por 4-AP. A inibicdo de Iy, foi reversivel quando foi exposto novamente as
condi¢cdes do controle (4-C) sendo comprovado ao observarmos a figura (4-D) que relaciona
corrente e voltagem dos registros obtidos.

A (figura 5) apresenta o percentual médio de bloqueio do 4-AP em células tronco
mesenguimais de corddo umbilical correspondendo ao pulso de voltagem de 10 a 60 mV onde
observamos expressiva reducdo de correntes de potassio sensiveis ao 4-AP que em 40 mV
corresponde a aproximadamente 57% (+/- 12%) de bloqueio uma amostra de trés células. Apesar
disto ao fazermos o teste T observamos que esta diferenca ndo era significativa (p>0,15 para 60 mV
e p>0,2 para as outras voltagens. Isto observou-se porque houve uma grande variancia das correntes
de resposta nos experimentos controle. Provavelmente isto podera ser melhorado com a execucgéo
de mais experimentos.

Os experimentos com o inibidor glibenclamida (GB) utilizado para identificar correntes de
potassio ativados por ATP (IKartp) mostraram resultados diferentes do esperado, pois os tracos de
correntes registradas em condicGes controle figura (6-A) sdo de amplitudes menores que as
observadas ap0s a aplicacdo do GB (6-B) caracterizando-o como um ativador de correntes de saida.

Apos a remocdo do GB (6-C), as correntes retornaram ao perfil expresso no controle confirmado a
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acdo reversivel do GB em MSC-CUHs. O gréfico (6-D) mostra claramente a acéo ativadora do Gb

através do aumento da intensidade das correntes de saida.
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Figura 4: Correntes de potassio sensivel ao inibidor 4-Aminopiridina (4-AP) em células tronco de
corddo umbilical humano. Correntes de membrana foram registradas com intervalos de
voltagem de 300-ms como apresentado dentro da figura: A - na auséncia do 4-AP (controle),
B - na presenca de 5mM do 4-AP, C - ap0s retirada do 4-AP (lavado) com solugdo ringer

isoténica, D - Relagdo corrente x voltagem de correntes de potassio no controle, com 4-AP e

lavado.
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Figura 5: Percentual da acdo do inibidor 4 - Aminopiridina sobre as correntes de potassio relacionadas
aos pulsos de voltagens entre 10mV e 60mV (n=3). Aproximadamente 57% (+/- 12%) das

correntes de potassio sensiveis ao 4-AP foram inibidos em + 40 mV .

Correntes de cloreto foram observadas em MSC — CUH ap0s o uso de 100 uM do inibidor
5-nitro-2-3- fenilpropilamino (NPPB), um inibidor especifico desses tipos de correntes, verificamos
que houve uma diminuicé@o consideravel das correntes de saida em presenca desse inibidor (fig. 7-
B) quando comparada com os resultados do experimento controle (fig. 7-A), apos lavagem (fig.7-C)
observamos a acdo reversivel do inibidor, pois as correntes de saida comportaram-se
semelhantemente as condicdes de auséncia do inibidor. A figura 7-D relaciona a intensidade de

corrente x voltagem dos experimentos nas condi¢des: auséncia (controle) e presenca do NPPB, e
apos lavado com solucdo ringer isotonica.
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Figura 6: Correntes de potassio sensivel ao inibidor Glibenclamida (GB) em células tronco de cordéo
umbilical humano. Correntes de membrana foram registradas com intervalos de voltagem de
300-ms como apresentado dentro da figura: A - na auséncia do GB (controle), B - na presenca
de 100uM do GB, C - apés retirada do GB (lavado) com solucdo ringer isotdnica, D - Relacdo

corrente X voltagem de correntes de potéassio no controle, com GB e lavado.
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Figura 7: Correntes de cloreto sensivel a 100um do inibidor 5-nitro-2-3- fenilpropilamino (NPPB) em

células tronco de corddo umbilical humano. Correntes de membrana foram registradas com

intervalos de voltagem de 300-ms como apresentado dentro da figura: A - na auséncia do
NPPB (controle), B - na presenga de 100uM do NPPB, C - apos retirada do NPPB (lavado)

com solucédo ringer isotdnica, D - Relagdo corrente x voltagem de correntes de cloreto no

experimento controle, com NPPB e lavado.
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DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que varios canais de K especializados e também canais de
cloreto foram encontrados em MSC-CUH de geléia de wharton entre a 22-5% passagem. Todas as
correntes registradas nestas células foram de saida e apresentaram uma cinética de ativacdo e
inativacdo de trés tipos diferentes: uma de ativacé@o lenta em pulsos de voltagens entre (-10mV a
20mV), ndo apresentando inativacdo semelhante as correntes de retificacdo tardia (IKpgr); uma de
rapida ativacdo apresentando picos de correntes iniciais seguidos de inativacdo semelhantes as
correntes de saida transitoria (lp) (40mV a 60mV) e outra de rapida ativacdo com grandes
oscilagbes de ruidos entre (30mV a 60mV) ndo sendo inativadas de modo semelhante as correntes
de potassio ativada por Calcio (IKc,). Estas foram observadas na maioria das células estudadas.

Os diferentes tipos de cinética de ativacdo citados anteriormente foram identificados
concomitantemente nos registros dos ensaios realizados.

Utilizando moduladores de canais i6nicos observamos correntes de potassio que foram
inibidas pela acdo do TEA (Iktea), um bloqueador ndo especifico de canais de potassio; correntes
inibidas pela acdo do 4-AP, um bloqueador de lto; correntes ativadas pelo GB e correntes que
foram inibidas pelo NPPB.

O percentual médio de correntes inibidas pelo TEA aumentou concomitantemente com 0s
pulsos de voltagem. Deste modo, sugerimos que a acdo do TEA foi mais significativa nos canais de
potassio dependentes de voltagem. Ao relacionarmos o percentual médio de inibicdo do TEA com
0 4-AP inferimos que a inibicdo de correntes entre 10 e 60mV ndo apresentou alteracdo

significativa durante o aumento dos pulsos de voltagens.

Correntes inibidas pelo TEA (lktea)

Esta amplamente descrito na literatura que o TEA atua inibindo canais de potassio. Estudos
recentes identificaram que correntes sensiveis ao TEA foram observadas em células tronco
mesenguimais de veia de corddo umbilical humano (Park et al., 2007a), medula 6ssea (Li et al.,
2005), e células tronco derivada de tecido adiposo (Bai et al., 2007), no entanto o TEA ndo atua em
todos os canais de potassio,como observados nos resultados obtidos por (Park et al., 2007b) o qual

mostra que a aplicacdo desse inibidor ndo teve efeito sobre I+o .

Correntes inibidas pelo 4-AP

Os resultados observados da cinética de ativacdo e inativacdo e da modulacdo em Ito com o
inibidor 4-AP em células tronco de corddo umbilical (Park et al., 2007b), células troncos derivadas
de tecido adiposo (Bai et al., 2007) e células tronco de medula éssea(L.i et al., 2005) mostraram uma

clara inibicdo do pico destas correntes em pulsos de voltagens mais despolarizantes. A figura (1- A)
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demonstra tracos de correntes tipicos de lto . A modulacdo obtida pelo 4-AP em nossos
experimentos reduziu a amplitude das correntes de saida que apresentou uma cinética de ativagdo
diferente, figura (4-A). Resultados semelhantes ocorreram em células tronco embrionarias de ratos
(Wang et al., 2005) e em células tronco mesenquimais de medula dssea de coelho (Deng et al.,

2006) indicando uma possivel acdo do 4-AP em outros tipos de canais ibnicos.

Correntes de potassio ativados por calcio (lkca)

Canais de potéssio ativados por calcio sdo seletivos ao potéssio e ativados pela
despolarizacdo da membrana e aumento da [Ca®*] (Toro et al., 1998). Os tracos de correntes que
surgem em pulsos de voltagem entre 30mv a 60mv com oscilagdes de ruidos intensos em nossos
ensaios sugerem que correntes de potéssio ativadas por célcio (Ikca ) estdo presentes nas células
estudadas. A acdo de moduladores classicos como a iberiotoxina, um inibidor de Ixc, foi observado
em diferentes células tronco (Bai et al., 2007;L.i et al., 2005;Wang et al., 2005) identificando Ixca€ 0

perfil de tracos de correntes semelhantes ao obtido em nossos experimentos.

Correntes ativadas por GB

Sulfonureias, como a glibenclamida, tem sido usada para tratar de diabetes mellitus nao
dependente de insulina (tipo Il). Estas drogas aumentam a libera¢do de insulina das células [
pancreaticas via inibicdo da atividade de canais de canais de K* sensiveis a0 ATP (Katp) Na
membrana plasmatica (Ashcroft & Gribble, 2000). Nas MSCs-CUH de geléia de Wharton
observamos que ao ser aplicado o GB houve um aumento na amplitude das correntes de saida,
sugerindo que esse modulador teve uma acdo contraria da esperada ou pode ter ativado outras
correntes de canais idnicos presentes na membrana da célula. A alteracdo na amplitude das
correntes teve acdo reversivel quando retirado o modulador GB da solucdo a qual as células
estavam inseridas. Este resultado pode ser considerado inédito, pois ndo ha até o presente momento

relatos na literatura sobre o uso do GB como ativador de canais idnicos em células tronco.

Correntes inibidas pelo NPPB

Observamos em um ensaio que as correntes de saida foram inibidas pelo modulador NPPB
que atua inibindo diferentes canais de cloreto e também bloqueiam correntes de potassio ativado por
calcio de condutancia intermediaria (IkCa) em linhagens celulares HL-60 e GL-15, a corrente foi

blogueada por NPPB de maneira reversivel (Fioretti et al., 2004).
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7 CONCLUSOES

As células troncos mesenquimais de corddo umbilical humano entre a 22 e a 5% passagem
apresentaram correntes semelhantes a IKc, bloqueados por 10mM de TEA (80% a 40 mV);
As células apresentaram uma corrente de K semelhante a Iy, inibida por 5mM de 4-AP (57%
a 40 mV);

Parte das células apresentaram uma corrente ativada pela glibenclamida 100puM que precisar
ser melhor caracterizada com outros protocolos experimentais;

Uma das celulas apresentou corrente inibida pelo NPPB 100uM;

Nestas células tivemos uma diversidade de corrente que precisa ser bem caracterizada por

novos protocolos experimentais.



