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RESUMO

A regulacdo do volume celular é importante em varios processos fisioldgicos. A
diminuicdo regulatéria do volume (RVD) é o processo pelo qual as células recuperam o
seu volume apds terem sido submetidas a um choque hipoosm@tico. Este processo se
deve principalmente a liberacdo de K e CI através de canais e transportadores ionicos.
O objetivo deste trabalho foi estudar a participacdo dos canais de potassio e canais de
cloreto envolvidos na RVD e na proliferacdo das células-tronco mesenquimais da geléia
de Wharton do corddo umbilical humano (hWJ-MSCs). As hWJ-MSCs foram isoladas
de acordo com a técnica de migracdo espontdnea do explante. As células foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 15 % soro fetal bovino, 10 % F-12, 100
U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina e mantidas em atmosfera de 5% de
CO; a 37 °C. Nos experimentos da RVD, as hWJ-MSCs foram depositadas em uma
cubeta acoplada a um microscépio invertido com um sistema de video imagem, sendo
submetidas inicialmente a um choque hipoosmético (300 mOsm—200 mOsm) por
perfusdo. A dindmica de variagdo do volume foi monitorada por 30 min e as imagens
antes (300 mOsm) e durante o choque hipoosmotico (200 mOsm) foram obtidas a cada
minuto e analisadas usando o software ImageJ. As hWJ-MSCs foram submetidas aos
seguintes inibidores de canais: tetraetilaménio (TEA) 10 mM, (canal de K,);
glibenclamida (GB) 100 pm, (canal de Kir6.x); 4-aminopiridina (4-AP) 5 mM, (canal de
Kyl, KCNA), Ilberiotoxina (IBTX) 10 nM (canal BKc,), (&cido 5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino) benzéico (NPPB), (canal de CI), &cido disulfonico di-
isocianatoestilbeno (DIDS) 100 pm e Tamoxifeno (TAM) 10 um. Posteriormente, as
células foram submetidas aos ensaios de MTT, curva de crescimento, quantificacdo do
contelido de DNA e RT-PCR. A técnica de patch clamp na configuracdo Whole-cell foi
empregada para caracterizacdo das correntes idnicas. Os dados foram analisados usando
0 teste t Student’s ou ANOVA, com pdés-teste de Tukey ou de Bonferroni. Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A RVD presente nas hWJ-MSCs
foi suprimida na presenca dos inibidores de canais de potéssio e de canais de cloreto. As
hWJ-MSCs apresentaram trés perfis de corrente i6nica: Maxi K (BK ou Kg,); corrente
de potéssio transiente de saida (li,) e uma corrente de retificagdo tardia (Kpg). As hWJ-
MSCs na presenca dos inibidores de canais i6nicos reduziram a proliferacdo
permanecendo na fase GO/G1 do ciclo celular. As hWJ-MSCs expressaram 0s canais de
potassio (MaxiK, KCND2, KCND3, KCNS1, KCNH2 e KCNH1) e os canais de cloreto
(pl-VDAC e CLCNB3). Deste modo, conclui-se que os canais de potassio dependentes de
voltagem (Kv), canais de potassio dependentes de ATP, ativados por calcio de alta
condutancia (Kg) e canais de cloreto participam no mecanismo da RVD e
consequentemente interferem na proliferacdo das hWJ-MSCs.

Palavras chaves: Regulacdo de volume. RVD. Canal i6nico. Células-tronco
mesenquimais. Inibidores.



ABSTRACT

Cell volume regulation is one of the most fundamental homeostatic mechanisms and
essential for normal cellular function. The phenomenon of shrinkage and / or cell
swelling caused by osmotic changes are called regulatory volume increase (RVI) and
regulatory volume decrease (RVD), respectively. The RVD is the process by which
cells recovery its volume after being subjected to hypoosmotic environment. This
process occurs due to release K and CI” through ion channels and transporters. The aim
of this study was to investigate the involvement of ionic channels involved in RVD and
proliferation of mesenchymal stem cells from Wharton's Jelly of the human umbilical
cord (hWJ-MSCs). The hWJ-MSCs were isolated according to the spontaneous
migration of the explant technique. Cells were grown in DMEM supplemented with
15% fetal bovine serum, 10 % F-12, 100 U / ml penicillin and 100 ug / ml streptomycin
and maintained in an atmosphere of 5 % CO; at 37 °C. In the experiments the RVD, the
hWJ-MSCs were placed in a chamber coupled to an inverted microscope with a video
image system and initially subjected to shock hypo-osmotic (300 mOsm — 200 mOsm)
perfusion. The dynamics of volume change was monitored for 30 minutes before (300
mOsm) and during hypo-osmotic shock (200 mOsm) and the images (every min)
analyzed using the Imagel] software. Specific cation channel inhibitors such as
tetraethylammonium (TEA) 10 mM (Kv channel); glibenclamide (GB) 100 um (Kir6.x
channel); 4-aminopyridine (4-AP) 5 mM (Ky; channel KCNA), iberotoxin (IBTX) 10
nM (BKc, channel) and cellular anion inhibitors (5-Nitro-2- (3-phenylpropylamino)
benzoic acid (NPPB) (CI" channel), disulfonic acid di-isocianatoestilben- (DIDS) 100
um (CI" channel) and tamoxifen (TAM) 10 um (CI" channel) were used as molecular
tools to evaluate the influence of ion channels in regulate mechanism RVD and cell
proliferation. Subsequently, the cells were subjected to MTT assay, growth curve, flow
cytometer to quantify the DNA content and RT-PCR. The patch clamp technique in
Whole-cell configuration was employed to characterize the ionic currents. For statistical
analysis, one-way ANOVA followed Tukey's or Bonferroni post hoc test were
performed. A p-value less than 0.05 were considered statistically significant. The RVD
in hWJ-MSCs was abolished in the presence of ionic channels inhibitors (potassium and
chloride). The electrophysiological recording presents, at least, three different profiles
compatible with: noisy current as a Maxi K current (BK or Kca), transient outward K*
current (Ito) and a slower activating delayed rectifier (Kpgry. Also showed that hWJ-
MSCs in the presence of the ionic channel inhibitors reduced the cell proliferation and
arrest cells in GO/G1 cell cycle stage. As hWJ-MSCs expressed of the potassium
channels (MaxiK, KCND2, KCND3, KCNS1, KCNH2 and KCNH1) and chloride
channels (pl-VDAC and CLCN3). The results showed that there are a relationship of
cell cycle progression and membrane permeability. Thus, we concluded that there is
participation of Katp, Bkca Ky and CI" channels in the mechanism of RVD and
proliferation of hWJ-MSCs.

Key words: lonic channel. Cell volume regulation. RVD. Cell proliferation. Cell cycle.
Mesenquimal Stem Cells.
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1 INTRODUCAO

Os canais i6nicos formam um grupo diversificado de proteinas integrais ubiquamente
distribuidas em biomembranas, constituindo os poros que possibilitam o fluxo de ions devido ao
gradiente de potencial eletroquimico (HILLE, 2001). Tais canais apresentam importante papel na
homeostasia fisiologica, sendo elementos chave na excitabilidade celular (HILLE, 2001).
Participam de varios fenbmenos biologicos, dentre os quais destacam-se geracdo e propagacdo
de biopotenciais, contragdo muscular, manutencdo (junto com carregadores e bombas) dos niveis
ibnicos no estado de repouso das células, regulagéo do volume e proliferacéo celular (WHENER
et al., 2006; LANG et al., 2007; DA SILVA et al., 2010; LI, DENG 2011; URREGO et al;
2014).

Os canais i6nicos participam diretamente da regulacéo de volume (SARDINI et al., 2003;
OKADA et al., 2004; FRIEDRICH et al, 2006; HOFFMAN et al., 2009) e evidéncias indicam
que participam decisivamente na modulacéo e progresséo do ciclo celular (WANG et al., 2002;
LI, DENG, 2011; HUANG, JAN, 2014; URREGO et al., 2014).

Um dos mecanismos pelos quais os canais idnicos regulam a proliferacdo celular ¢é
através do controle do volume celular (HUANG, JAN, 2014). A habilidade de regulacdo do
volume celular é uma caracteristica fundamental das células e tem sido conservada
essencialmente em todas as espécies ao longo de sua evolugdo (LANG et al., 1998; RITTER et
al., 2003). As células sdo persistentemente desafiadas por distarbios do equilibrio osmético entre
0 espaco intra e extracelular devido a mudancas na osmolaridade do ambiente, metabolismo de
solutos osmoticamente ativos ou ions e transporte de substratos. Por outro lado, as células
mudam o seu volume para executar funcdes especificas tais como divisdo celular, migracdo ou
secrecdo (RITTER et al., 2003; OKADA et al., 2004; WHENER et al., 2006; LANG et al., 2007;
HOFFMAN et al., 2009). Desta forma, mecanismos reguladores do volume estdo envolvidos em
varias funcdes celulares, incluindo a proliferacdo e pertubac6es destes mecanismos podem levar
a diversas disfungdes (LANG et al., 1998).

Os processos pelos quais as células “inchadas” ou “murchas® retornam ao seu volume
inicial sdo denominados RVD (do inglés Regulatory Volume Decrease — que significa
“decréscimo regulatorio do volume”) e RVI (do inglés Regulatory Volume Increase — que
significa “aumento regulatorio do volume”), respectivamente (MONGIN, ORLOV 2001,
SARDINI et al., 2003; STRANGE, 2004; FRIEDRICH et al., 2006; HOFFMAN et al., 2009;
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PENDERSEN, KAPUS, HOFFMAN, 2011). Na maioria das células estudadas, a RVD requer a
liberagdo de fons através da atividade concomitante de canais de K* e canais de CI" (MINTON,
2006; WEHNER, 2006; HOFFMANN et al., 2009). Além do transporte iénico, o transporte de
pequenas moléculas organicas também participa do processo de RVD (WHENER et al., 2003;
YANCEY, 2005; LANG et al., 2007).

Paralelamente, existe um numero crescente de observacbes demonstrando que a
progressdo do ciclo celular esta relacionada com a permeabilidade da membrana a ions e que
existe uma ligagdo com a regulacdo do volume celular (LANG et al. 2007; BLACKISTON et al.,
2009; HUANG et al. 2014).

A atividade e expressdo dos canais idnicos variam ao longo do ciclo celular e os canais de
K" ou CI estdo envolvidos neste processo (WANG et al., 2002; DENG et al., 2012; URREGO et
al., 2014). As observag@es iniciais de que um amplo espectro de bloqueadores de canais de K*
inibe a proliferagdo tém sido confirmadas em diferentes tecidos e diversos tipos celulares,
incluindo células-tronco mesenquimais (ZHANPING et al., 2006; WANG et al., 2008; LI,
DENG, 2011; DING et al., 2012; URREGO et al, 2014). As pesquisas revelam que ocorre
ativacio simultanea de canais de K’ e canais de CI" durante progressdo do ciclo celular
(NILLIUS, DROOGMANS, 2003), enquanto que o bloqueio farmacol6gico destes canais pode
interromper o processo (OUADID-AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2008).

Tendo em vista que os canais ibnicos e 0os mecanismos de regulacdo de volume estdo
envolvidos na proliferacdo celular, o estudo destes em células-tronco mesenquimais torna-se
extremamente relevante, uma vez que os resultados podem contribuir para o desenvolvimento da
terapia celular e engenharia de tecidos. Neste contexto, analisamos o envolvimento dos canais de
K" e canais de CI" no mecanismo de RVD e proliferacdo das células-tronco mesenquimais da
geleia de Wharton do cordao umbilical humano (hWJ-MSC) durante o ciclo celular.

Entender melhor sobre o mecanismo de RVD e o papel dos canais idnicos neste processo
pode permitir vias para o controle da proliferagdo celular in vitro através da modulagdo do

transporte iénico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Investigar a participacdo dos canais i6nicos na proliferacdo e regulagéo do volume das

células-tronco mesenquimais (CTMs) da geleia de Wharton do corddo umbilical humano.

2.2  Especificos

v" Isolar, cultivar e caracterizar as células-tronco mesenquimais (CTMs) obtidas do cordao
umbilical humano;

v' Estudar a cinética da regulacao da diminuicdo do volume celular (RVD) das CTMs;

v" Identificar os canais idnicos (potassio e cloreto) participantes no mecanismo de RVD; na
presenca de blogueadores especificos.

v" Investigar o envolvimento dos canais i6nicos (potassio e cloreto) na proliferacdo celular
(através da curva de crescimento e ensaio de viabilidade celular via MTT);

v Avaliar a presenca dos canais idnicos (potassio e cloreto) no ciclo celular através da
quantificacdo do DNA por citometria de fluxo;

v’ Estudar a expressao dos canais iénicos (potassio e cloreto) nas CTMs por RT-PCR.

v’ Estudar as propriedades eletrofisiolégicas dos canais idnicos (potassio) presentes nas

CTMs através da técnica do patch clamp.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Canais i0Gnicos

A comunicagdo entre e/ou dentro das células € parte integrante de todos organismos
vivos. Embora exista uma ampla variedade de mecanismos usados para processo de sinalizacdo
celular, talvez o meio mais fundamental pelos quais as mensagens sao transmitidas seja atraves
do movimento de ions. A existéncia de sistemas de transporte (canais e transportadores idnicos)
capazes de movimentar os ions através das membranas celulares é essencial para a vida das
células (CORRY, 2006).

Os canais i6nicos sdo um grupo diversificado de proteinas integrais ubiquamente
distribuidas em biomembranas, presentes em todas células desde uma simples bactéria a
neurdnios altamente especializados, formando poros que possibilitam o fluxo de milhares de ions
devido ao gradiente de potencial eletroquimico (HILLE, 2001; CHOE, 2002; HUANG, JAN,
2014).

Esses canais formam poros hidrofilicos de dimensbes nanométricas (~ 4nm) que
permitem a difusdo passiva de fons (por exemplo, K*, Ca®*, CI~ Na*, entre outros) em curto
intervalo de tempo (10’ fons/segundo) através das membranas biolégicas (HUBNER, JENTSCH,
2002; CHEN, HWANG, 2008). Isto o distingue dos transportadores iénicos e bombas, que
também transportam ions, porém numa baixa taxa de difusdo (TABASSUM, FEROZ, 2011).

Os canais i6nicos desempenham importantes papéis na manutencdo da integridade
celular, e estdo envolvidos em processos como transducdo sensorial, propagacdo de
biopotenciais, contracdo muscular, secrecdo hormonal, metabolismo 06sseo, imunidade inata,
apoptose, proliferagdo, migracao e regulacdo do volume celular (HILLE, 2001, GHATTA et al.,
2006; BLACKISTON et al., 2009).

A existéncia hipotética dos canais idnicos foi descrita pela primeira vez pelos biofisicos
britanicos Alan Hodgkin e Andrew Huxley, em 1952. Como parte dessa pesquisa, eles
descreveram o modelo de propagacdo do potencial de acdo em células excitaveis, usando o
axonio de lula gigante. Estes achados lhes renderam o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina
em 1963. Em 1970, a existéncia de canais i0nicos foi confirmada através da técnica do “Patch
Clamp” pelos eletrofisiologistas alemades Erwin Neher e Bert Sakmann, que também ganharam o
Prémio Nobel de Medicina em 1991. Em 2003, o Prémio Nobel de Quimica foi concedido aos

cientistas americanos Roderick MacKinon e Peter Agre que estudaram canais i0nicos e
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aquaporinas, respectivamente, usando a técnica de cristalografia de raios-X (NADEEM,
HUSSAIN, 2010).

Quanto a estrutura tridimensional, estas proteinas sdo geralmente formadas por mais de
uma subunidade em um arranjo circular em torno de um poro que forma um filamento de agua,
as subunidades que formam o poro aquoso sdo chamadas subunidades o, enquanto que as
subunidades auxiliares, que modulam as propriedades dos canais, sdo chamadas de B, y e assim
por diante. Muitas vezes existem vérias isoformas de cada subunidade que ddo origem a um
numero quase infinito de combinacdes possiveis e, portanto, isoformas funcionais dos canais
ibnicos (WILLUMSEN, 2003; GADSBY, 2009). Desta forma, os canais sdo especificos para
certos fons (Na*, K*, Ca?*, CI") ou para uma determinada classe de fons, o que permite sua
classificacdo em cationicos e aniénicos (HUBNER, JENTSCH, 2002).

Uma caracteristica intrinseca dos canais i6nicos é apresentar alta seletividade para uma
determinada espécie idnica (HUBNER, JENTSCH, 2002; TABASSUM, FEROZ, 2011). Alguns
canais permitem a passagem de ions baseados principalmente na sua carga positiva ou negativa.
Entretanto, 0 mais comum é que apenas um ou dois tipos de ions passem pela parte mais estreita
do canal, o filtro de seletividade. A existéncia deste mecanismo de seletividade foi
primeiramente postulado nos anos 60 por CLAY ARMSTRONG (BENZANILLA, 1972). Essa
seletividade é baseada no tamanho, carga e estado de hidratacdo dos ions (DOYLE et al., 1998;
CHOE, 2002; GADSBY, 2009) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Estrutura de um canal idnico.
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Fonte: DOYLE et al.,1998. Visdo do interior de um canal ibnico, mostrando 2 ions de potéssio no filtro
de seletividade e 1 no interior da cavidade central. A. Esquema gque mostra 0s dois mecanismos de
estabilizacdo do K™ no interior do canal, a orientacdo dos polos negativos (cor vermelha) das duas meias
hélices para o interior do canal com os polos positivos (cor azul) para a superficie. Cavidade central larga
e aquosa B. Visdo de uma seccdo das paredes do canal coloridas de acordo com suas propriedades fisicas:
azul, zonas carregadas positivamente, vermelho, zonas negativas em amarelo, zonas hidrofébicas.

Além da regido do filtro de seletividade, alguns canais tém uma configuracdo estrutural
apresentando uma regido de comporta ou “gate”, que pode abrir e fechar respondendo a
estimulos diversos, dependendo de cada canal (AGUILELLA et al.,, 2011; TABASSUM,
FEROZ, 2011). A regido de comporta apresenta duas conformacGes: fechada ou aberta
(FIGURA 2). O fendmeno de abertura e fechamento da comporta é conhecido como cinética dos
canais idnicos e permite que haja diversos tipos de regulacao celular. Em geral, os canais i6nicos
sdo “controlados” abrindo em resposta a um estimulo especifico, como por exemplo: uma
mudanga no potencial de membrana (canais dependentes de voltagem), canais controlados por
ligante (exemplo: canais ativados por GABA, glutamato, etc), por estresse mecanico (canais
controlados mecanicamente), canais sensiveis a volume e canais sensiveis a temperatura.
Adicionalmente, os canais tambem podem ser regulados através da concentracdo intracelular de
Ca*? pH, fosforilagdo e lipidios. H& outros canais que ndo possuem comportas, 0os chamados

“non-gated channels” ou canais de repouso, cujo fluxo de ions é regulado simplesmente pelo
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gradiente de concentracdo inica e pela bomba de sddio e potéssio (HILLE, 2001, CHOE, 2002;
HUBNER, JENTSCH. 2002; HUSARU et al., 2005; KASS, 2005).

FIGURA 2 - Conformacao do canal unitério.

Fechado Aberto
@ =
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Fonte: GADSBY, 2009. Representacdo esquematica de um canal idnico formando poro que atravessa a
membrana, através dos quais 0 movimento dos ions é controlado por uma comporta conhecida como
“gate”.

Os mais de 400 genes que codificam os canais idnicos representam aproximadamente
1,5% do genoma humano, estes canais desempenham ampla diversidade estrutural e funcional
(HUANG, JAN, 2014). Os canais idnicos residem tanto na membrana plasmatica, quanto nas
membranas de diversas organelas celulares (ASHCROFT, 2000), exercendo funcbes em
processos fisioldgicos, patolégicos e toxicologicos (RESTREPO-ANGULO et al., 2010).

Os canais i6nicos participam de uma série de processos bioldgicos importantes para a
homeostasia do organismo Além de sua classica funcdo de regular a excitabilidade elétrica de
nervos e musculos, eles desempenham um papel muito mais abrangente. Podem participar da
sinalizacdo intracelular, podem estar envolvidos na adesdo celular ou na arquitetura do
citoesqueleto e alterar a expressdo de genes especificos (KACZMAREK, 2006). Ao nivel
celular, por exemplo, sdo cruciais para o transporte transepitelial, transporte de ions e de agua,
regulacdo do volume celular, pH citoplasmatico e vesicular, acidificacdo de organelas
intracelulares e regulacdo do Ca?* citoplasmatico, concentracdo que é crucial na sinalizacdo
quimica (no caso particular de canais de Ca*?) (HUBNER, JENTSCH, 2002; KASS, 2005;
PLANELLS - CASES, JENTSCH, 2009; NADEEM, HUSSAIN, 2010).

Sua importancia se estende desde o controle do movimento dos cilios que permitem a
movimentacdo do Paramecium, ao esclarecimento de doengas cujas etiologias eram
desconhecidas até entdo, como por exemplo, a fibrose cistica. Alteracdes na expressao e

atividade dos canais i6nicos podem resultar em diversas patologias, conhecidas como
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canalopatias. Elas resultam diretamente da mutacdo em um gene do préprio canal ou em genes
que codificam agentes moleculares envolvidos em suas vias reguladoras (ASHCROFT, 2000).
MutagOes nos canais de K* sensiveis ao ATP afetam fortemente a secrecio de insulina, e
mutacBes nos canais de CI° dos endossomos e lisossomos pode causar célculos renais e
osteoporose, respectivamente (HUBNER, JENTSCH, 2002). Disfungdes dos canais também
afetam o sistema neuromuscular podendo causar doencas tais como: arritmia cardiaca, epilepsia,
miotonia. Também estdo envolvidos na toxicologia, pois diversos animais venenosos (serpentes,
peixes, aranhas e outros insetos) produzem toxinas que atuam nos canais ionicos (RESTREPO-
ANGULO et al., 2010). Defeitos no transporte epitelial podem ser a base de entendimento para
doencas como a fibrose cistica e diferentes formas da Sindrome de Bartter ¢ doenga de Dent’s
(TABELA 1). Considerando sua indiscutivel importancia fisiol6gica, os canais iénicos séo
usados como modelo para sintese de novos medicamentos para o tratamento de diversas doencas
tais como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, cancro, epilepsia (HUBNER, JENTSCH,
2002, PARDO et al., 2005; OVERINGTON et al., 2006).

TABELA 1. Patologias associadas aos defeitos de funcionamento em canais idnicos

Canal i6nico defeituoso Patologia

- Ataxia episddica
- Sindrome do QT longo

Canal de potassio (K') - Hipoglicemia hiperinsulinémica

-Paralisia periddica hipercalémica (Doenca de Gamstrop)
- Epilepsia

- Paramiotonia congénita

- Miotonia atipica

Canal de sodio (Na")

- Fibrose cistica

- Miotonia congénita (Doenga de Thomsen)
- Miotonia generalizada (Doenca de Becker)
- Sindrome de Bartter’s

- Doenca de Dent’s

Canal de cloreto (CI')

- Paralisia periddica hipocalémica;
- Hipotermia maligna

- Ataxia episodica

- Epilepsia

- Doenca Renal policistica

Canal de célcio (Ca*")

Fonte: Adaptada de HUBNER, JENTSCH, 2002
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3.2 Homeostasia do volume celular

A regulacdo e manutencdo do volume celular é um processo fisiologico fundamental,
considerando as variacdes dos meios interno ou externo. Alteracdes no contetdo de agua na
célula podem afetar a concentracdo de mensageiros moleculares prejudicando a complexa rede
de sinalizagdo crucial para as funcOes celulares e comunicacdo intracelular. Desta forma, a
manutencdo do volume adequado, diante de perturbacBes osmdticas extracelulares e
intracelulares, é essencial para sobrevivéncia das células animais e tem sido conservada ao longo
de sua evolucdo (LANG et al., 1998). O volume celular é desafiado por mudancas na
osmolaridade externa em espécies aquaticas € em poucos tipos de células de animais terrestres,
mas também sofre alteragbes dindmicas em diversos processos fisiologicos e patologicos (LANG
et al., 1998; PASANTES, MORALES, 2000; MONGIN, ORLOV, 2001; HOFFMAN e al.,
2009).

Uma vez que células animais ndo possuem uma parede celular rigida, como visto em
células vegetais, o inchago ou encolhimento pode prejudicar a integridade da membrana e
citoesqueleto das células animais (LANG et al., 1998; PEDERSEN, HOFFMAN, MILLS 2001;
WHENER et al., 2003). Para sua sobrevivéncia, as células mantém seu volume dentro de certos
limites, pois pequenas alteracdes no volume afetam as fungdes celulares devido as alteragdes no
balanco de enzimas e concentragdo de substratos. Desta maneira, o inchaco ou encolhimento
celular compromete as funcdes bioquimicas intracelulares, metabolismo energético, liberacédo e
transmissdo hormonal, excitabilidade e contracdo, migracéo, proliferacdo e apoptose (SARDINI
et al., 2003; LANG et al., 2007). Apoptose celular, por exemplo, estd associada com uma
diminuicdo no volume celular e esta € denominada decréscimo apoptotica do volume (AVD -
Apoptotic Volume Decrease), enquanto que na morte celular por necrose é observado um
aumento irreversivel do volume celular (OKADA, MAENO, 2001; OKADA et al., 2004;
SHIMIZU et al., 2006). O AVD é acompanhado pela perda celular de ions, principalmente K* e
Cl" e aminoécidos (OKADA, MAENO, 2001; LANG, HOFFMAN, 2012).

Embora a maioria das células se mantenham em um ambiente altamente regulado, elas
podem enfrentar desafios de mudangas osmdticas internas e externas. Por exemplo, células do
epitélio intestinal, durante absorcéo, sdo expostas a fluidos anisosmoticos no Iimen; células na
medula renal passam por periodos prolongados expostas ao meio com alta osmolaridade

extracelular (~1400 mOsmol/l), bem como sofrem rdpidas mudancas de osmolaridade durante
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transicdo da antidiurese a diurese (LANG et al., 1998; STRANGE, 2004). Células sanguineas,
em menos de um minuto atravessando a medula renal sdo expostas a alta osmolaridade e
retornam a condi¢des isosmoticas na corrente sanguinea (LANG et al., 2007).

AlteracGes nas concentragdes intracelulares de osmolitos, como consequéncia do transporte
de substratos ou alteragBes das taxas metabdlicas, também constituem um desafio para manter
constante o volume celular (GONCZI et al., 2007). Por exemplo, hepatdcitos mudam seu volume
em resposta ao aumento da quantidade de aminoacidos e outros nutrientes, e células epiteliais
envolvidas no transporte transepitelial ttm o balanco de substratos aumentado (LI, WEINMAN,
2002).

Além disso, a concentracdo de osmalitos pode ser afetada por mudanca na taxa metabdlica,
como a quebra de glicogénio nos hepatocitos (HOFFMAN et al., 2009). Diversos hormonios e
outros mediadores alteram o volume celular. Por exemplo, a insulina induz inchaco celular dos
hepatdcitos, via de ativagdo do co-transportador NKCC (Na'- K*-2CI") e trocador AE (Na*/H"),
enquanto ativacio de canais de K* por glucagon nos hepatécitos, causam encolhimento celular,
possivelmente pela ativacdo de canais ibnicos (STRBAK, 2006).

Visando proteger a integridade estrutural da membrana e manter a homeostasia do
ambiente interno, células animais desenvolveram mecanismos especializados para acimulo ou
extrusdo de moléculas osmoticamente ativas, permitindo ajustes na osmolaridade intracelular e
regulacdo do volume celular. Estes mecanismos podem ser divididos em trés categorias
(MONGI, ORLOV, 2001):

v Regulacdo do volume em condic¢des isotdnicas principalmente devido ao papel da
bomba de sddio- potassio (Na'- K'— ATPase);

v" Mecanismos de resposta rapida, que ocorre dentro de segundos a minutos apos
perturbacdo do volume com ativacdo de canais e transportadores i0nicos;

v" Mecanismos de resposta lenta, com adaptacdo para alteraces crbnicas na
osmolaridade extracelular, envolvendo modificagdes na expressdao de genes e

conteudo dos osmalitos organicos intracelulares.

Durante condigdes isoosmadticas, as células apresentam variacfes de volume, devido a sua

propria atividade, que alteram constantemente a osmolaridade intracelular. Sob condi¢des de
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estado estaciondrio, os niveis intracelulares de soluto s&o mantidos constantes por um balango
preciso entre o influxo e efluxo através da membrana plasmatica, e também pela producao
metabolica e remocédo das substancias osmoticamente ativas (osmdlitos). Nesta condicdo, existe
uma igualdade nos fluxos de entrada e saida de solutos (STRANGE, 2004), e a diferenca entre a
pressdao osmotica intracelular e extracelular, gerada pela presenca de macromoléculas
intracelulares carregadas negativamente (X°) (anions organicos impermeaveis — principalmente
proteinas e fosfatos) no interior da célula é compensada pela atividade da bomba de sodio
potéssio (AL HABORI, 2001; SARDINI et al., 2003; LANG et al., 2007).

A presenca destas macromoléculas (cerca de 70% das proteinas) é responsavel por atrair
uma grande quantidade de cations para o interior da célula. Estas cargas negativas atraem 0s
cations inorganicos permeaveis & membrana (C*) para o citosol, e o gradiente de concentragio
para 0s anions inorgénicos permedveis & membrana (A’) também direciona os anions para o
citosol. Desta forma, estes cations e anions podem se distribuir entre 0 meio intra e extracelular
de acordo com o Equilibrio de Gibbs — Donnan (que estabelece que o produto das concentracfes
de ions difundiveis é igual nos dois lados da membrana) (Equacéo 1) e com a eletroneutralidade
(estabelece que a soma das cargas positivas deve ser igual a soma das cargas negativas (Equacao
2).

[C*]in X [A‘]in :[C*]extX [A‘]ext (1)

[Clout = [ATout (2

Entretanto, a concentracdo intracelular dos ions inorganicos precisa ser menor do que a
concentracédo extracelular para contrabalancear o acimulo celular de substancias organicas. Para
que essa entrada de agua ndo cause alteracdes no volume celular, a célula precisa perder cations
para 0 meio extracelular. Essa extrusdo de ions positivos ocorre através de transporte ativo
(bombas) (STEIN, 2002; OKADA. 2004; HOFFMANN et al., 2009). O gradiente eletroquimico

decorrente da distribuicio assimétrica dos fons (Na'/K") através da membrana ¢ mantido, na

maioria das células animais, principalmente pela bomba sddio potassio (Na*'/K*-ATPase), sendo

este um dos transportadores mais importante na manutengdo da homeostasia.
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O gradiente eletroquimico estabelecido é fundamental em diversas fungdes celulares,
como manutencdo do volume celular, do balanco osmotico, na manutencdo do potencial de
repouso das membranas e pelas propriedades excitaveis das células musculares e nervosas. Além
disso, o gradiente eletroquimico também fornece energia para facilitar o transporte de outros
fons, tais como: H*, Ca?* e CI, bem como de substratos como glicose e aminoacidos e
neurotransmissores (JORGENSEN, PEDERSEN, HOFFMAN, MILLS, 2001).

A bomba de Na'/K'-ATPase ¢ uma ATPase de transporte, sendo uma proteina

heterodimérica constituida de uma subunidade o € uma subunidade f. A subunidade o é
responsavel pelas propriedades cataliticas e de transporte da enzima e contém o sitio de ligacédo

para a ouabaina, enquanto a subunidade B tem a fungdo de ancorar o complexo na membrana

(KAPLAN, 2002). Na inibicio da bomba Na'/K*- ATPase, eventualmente ocorre diminuigio do
K" intracelular e aumento do Na’. Essa diminuicio do K" intracelular é seguida por
despolarizacéo, entrada de CI e, assim inchaco celular (FRIEDRICH et al, 2006). Desta maneira,
quando a ouabaina se liga a bomba Na'/K*-ATPase, ocorre eventualmente um aumento do
volume celular, 0 que demonstra a importancia da regulacdo de volume em condicGes
normotdnicas (STEIN, 2002). Sob influéncia da ouabaina, hepatdcitos e células renais corticais
sdo aparentemente capazes de manter seu volume pelo acimulo de eletrolitos em vesiculas
intracelulares que sdo subsequentemente exocitadas. O acumulo de eletrolitos é realizado pela
H*- ATPase em paralelo aos canais de CI" (HOFFMAN et al., 2009)

Em células animais, sdo encontrados varios mecanismos fisioldgicos envolvidos na
regulacdo do volume. Estes mecanismos sdo altamente conservados e essencialmente
semelhantes em células de diferentes tecidos (LANG et al., 1998). Eles tém sensores hipotéticos
de volume, sistemas de sinalizacdo intracelular acoplados a estes sensores, e transportadores de
membrana mediando a liberagcdo ou ingestdo de compostos osmoticamente ativos para compensar
0 aumento ou diminuicdo do volume celular (STRANGE, 2004), buscando diminuir o impacto
provocado pela entrada ou saida de &gua em excesso da célula.  Ja em condicdes
anisosmaticas, alteracGes de volume sdo induzidas por mudancas na osmolaridade extracelular.
Sendo a maioria das células capazes de restaurar seu volume original quando confrontadas com
aumento ou diminuicdo do volume (WEHNER et al., 2003; OKADA, 2004). Elas respondem as

alteracbes de volume ativando transportadores especificos de membrana e/ou processos
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metabolicos que servem para que as celulas retornem ao seu volume normal. Assim, canais e
transportadores de membrana sdo rapidamente ativados para responder a essas mudancas de
osmolaridade intra e extracelular possibilitando a passagem de osmolitos tanto inorganicos (ions)
quanto de pequenas moléculas organicas. Com a passagem de osmdlitos, ocorre
obrigatoriamente a passagem de agua para dentro ou para fora da célula, regulando assim seu
volume (MONGIN, ORLOV, 2001; WHENER et al., 2003). Os processos pelos quais as células
“inchadas” ou “encolhidas” retornam ao seu volume inicial sdo denominados RVD (do inglés
Regulatory Volume decrease — que significa “decréscimo regulatorio do volume”) ¢ RVI (do
inglés Regulatory Volume increase — que significa “aumento regulatério do volume”),
respectivamente (MONGIN, ORLQOV, 2001; SARDINI et al., 2003; FRIEDRICH et al., 2006;
PENDERSEN, KAPUS , HOFFMAN, 2011).

A ativacdo dos mecanismos de transporte é rapida e ocorre dentro de segundos a minutos
apo6s a perturbacdo do volume. A estimulacdo répida de transporte de eletrélitos € possivel
porgue os canais e transportadores, pelos quais estes eletrélitos passam, residem perenemente na
membrana plasmatica ou sao estocados em vesiculas citoplasmaticas (STRANGE, 2004).

Durante os mecanismos de resposta lenta, a adaptacdo em longo prazo durante condigéo
hipoosm@tica € mediada por uma diminui¢do do contetido de osmdlitos organicos devido a uma
diminuicdo da expressdo de enzimas envolvidas na sintese e acimulo de osmolitos. Ja a
adaptacdo a condicdo hiperosmdtica € acompanhada por um aumento na expressdo de
transportadores de osmdlitos organicos e enzimas envolvidas na sintese. Deve-se ter em mente
que a exposicdo de células a um meio anisosmaético ndo modifica apenas o volume celular, mas
também, o volume de organelas intracelulares, como as mitocdndrias (SAFIULINA et al., 2006).

Embora os seres humanos, disponham de mecanismos homeostaticos complexos para
homeostasia do volume celular e composi¢cdo do meio interno, desarranjos podem ocorrer.
Condi¢bes como injaria cerebral, cardiaca e apoptose também sdo dependentes do volume
celular. Por exemplo, em consequéncia de um trauma ou isquemia cerebral, a perda do controle
do volume, seguido do aumento do volume da célula neuronal e aumento da pressao
intracraniana, demonstra que a regulacdo precisa do volume é de suma importancia ndo apenas
para 0 bom funcionamento, mas também para sua sobrevivéncia (PAZANTES-MORALES et
al., 2000).
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Em cardiomidcitos, o inchaco celular ocorre durante isquemia aguda do miocardio.
Durante o periodo de isquemia, ha um acumulo intracelular de metabdlitos (por exemplo,
lactato). Excessivas mudancas de volume celular, no coragdo podem causar profundas alteracdes
de integridade estrutural e constancia do ambiente intracelular, que afetam muitas funcdes
celulares e causam morte celular.

Muitas células, como visto anteriormente, ndo sdo expostas a alteracdes extracelulares,
sendo a concentracgdo intracelular comprometida pelo transporte e metabolismo celulares (LANG
et al.,, 1998). Seus efeitos no metabolismo resultam na ativacdo, inibicdo ou alteracdo de
enzimas. Por exemplo, este efeito € particularmente evidente no figado, onde a quebra de
proteinas em aminoacidos aumenta o contetido de particulas, e cria um gradiente favoravel a
entrada de &gua, aumentando assim o volume celular. Ao contrério, a sintese de proteinas cria
um gradiente favoravel a saida de agua, diminuindo o volume celular (LANG et al., 2007).

Alteracbes de volume influenciam diversas vias do metabolismo da glicose e
aminoéacidos. O inchaco celular inibe a glicolise, favorece a lipogénese, diminui a transcri¢do da
fosfoenolpiruvato carboxigquinase (PEPCK), uma enzima chave da gliconeogénese, diminuindo
assim a concentracdo de metabdlitos derivados dos carboidratos, enquanto que durante o
encolhimento celular estes efeitos sdo revertidos (LANG et al., 1998). O restabelecimento do
volume celular apos alteracdes requer redistribuicdo dos osmolitos intracelulares, que incluem
combinacgdes de alguns ions inorganicos e uma variedade de moléculas organicas (STRANGE,
2004).

Os ions inorganicos constituem dois tercos da liberacdo de osmolitos durante o RVD,
sendo seu transporte através da membrana celular o meio mais rapido e eficiente para regulacao
do volume celular. Este mecanismo ocorre dentro de segundos a minutos apos a perturbacéo do
volume, no entanto, o uso dos ions na osmorregulacdo celular é limitado, uma vez que altas
concentracdes de ions inorganicos interferem com a estabilidade de proteinas, e , além disso, 0s
gradientes idnicos alterados através da membrana interferem com a funcéo celular. Por exemplo,
um aumento na atividade intracelular de Na® diminui o gradiente para sédio através da
membrana celular, e assim diminui o fluxo de saida dos fons Ca®* via trocador Na‘/Ca*
aumentando a concentracdo intracelular de Ca®*. Com isso, para evitar alteragdes excessivas da

concentracdo ibnica intracelular, osmolitos organicos também participam da osmorregulacdo
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(LANG et al., 1998, 2007; MONGIN, ORLOV, 2001; WHENER et al., 2003; YANCEY 2005;
FRIEDRICH et al 2006; HOFFMAN et al., 2009).

Osmadlitos organicos sao solutos tipicamente encontrados em altas concentracfes de
dezenas a centenas de milimolares no citosol de todos os organismos, desde bactérias aos
humanos. Esses solutos desempenham um papel importante na homeostase do volume celular,
podendo também ter funcéo citoprotetora. Em células animais, os principais osmolitos organicos
(23-29%) sdo agrupados em trés classes distintas: polidis (glicerol, sorbitol e mioinositol),
metilaminas (6xido de trimetilamina (TMO), betaina e glicerofosforilcolina (GPC), assim como
0s amino&cidos e seus respectivos derivados (alanina, prolina e taurina) (FIGURA 3).

FIGURA 3. Classes dos principais osmolitos organicos.
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Fonte: LANG et al., 2007. Exemplos dos principais osmdlitos organicos. TMAO — dxido de
trimetilamina; GPC - glicerolfosforilcolina

Outro aspecto é que diversos osmolitos organicos sao eletroneutros e podem substituir
osmolitos inorganicos que, ao serem liberados através da membrana celular, podem alterar o
potencial de membrana, e assim, a excitabilidade neuronal no cérebro, sendo particularmente
interessante no sistema de recaptacdo de aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato) que
sdo transportados pelo sistema de co-transporte acoplado ao Na™ (WHENER et al. 2003).

O acumulo intracelular de osmdlitos organicos € um processo lento (requer horas a dias)
quando comparado a absorcéo de eletrdlitos e envolve principalmente dois processos: o0 primeiro
representa absorcao através da membrana celular por meio de sistemas de transporte especificos,
e 0 segundo, a formagdo de osmolitos por reacOes metabolicas (WEHNER et al., 2003;
FRIEDRICH et al., 2006). Os osmolitos organicos mio-inositol (inositol), betaina e taurina séo

acumulados por transportadores especificos acoplados ao sédio. O aumento da concentracdo
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ibnica estimula a transcri¢do do transportador, e assim, leva ao acimulo de osmélitos organicos.
Os osmdlitos organicos sorbitol, inositol e betaina sdo rapidamente liberados por ceélulas
inchadas (LANG et al., 1998).

Adicionalmente, a taurina, a concentracdo celular de outros aminodcidos e seus
metabdlitos (incluindo glutamina, glutamato, glicina, prolina, serina, treonina, beta alanina,
aspartato e GABA) sdo modificados pelo volume celular. Embora a concentracéo intracelular da
maioria dos aminodcidos individual seja extremamente baixa, a soma de todos os aminoacidos
contribui significativamente para a osmolaridade celular nas células expostas ao fluido
extracelular isotbnico. Os aminoécidos sdo importantes durante adaptacdo de pequenas
alteracbes de osmolaridade extracelular. Sua contribuicdo, contudo, é desprezada para a
adaptacdo a mudancas excessivas de osmolaridade, como por exemplo, na medula renal. Além
dos aminodacidos, numerosos metabdlicos organicos contribuem para a osmolaridade celular. Da
mesma forma, as células apresentam alteragdes osmoticas e de volume quando ha secrecdo,
absorcéo de nutrientes, ou ainda, quando estdo entrando na fase S do ciclo celular, momento no
qgual seu volume encontra-se bastante aumentado (OKADA et al 2004; HABELA,
SONTHEIMER, 2007).

3.3 O movimento de agua na célula

A vida na terra teve sua origem nos oceanos primitivos e este legado tem uma marca
profunda em todas as formas de vida contemporanea (WEISS, 1996). A proporcdo de agua
corresponde a cerca de 60-90% da massa de plantas e animais, e 0s organismos vivos absorvem e
excretam grande quantidade de &gua por dia. Deste modo, a 4gua € o componente mais
abundante nas células e tecidos humanos, sendo indispensavel a vida (WEISS, 1996; AGRE,
KOZONO, 2003).

Uma vez que mais da metade da quantidade de agua, cerca de 2/3 do fluido corporal é
encontrada no espaco intracelular, a estabilidade do peso de um organismo requer que o
contetdo de agua seja devidamente regulado (WEISS, 1996; DANZIGER, ZEIDEL, 2014).

A regulacdo exata do conteudo de agua celular é requerida para manter as concentracoes
fisioldgicas dos constituintes citoplasmaticos. A agua é distribuida entre os compartimentos intra
e extracelular, onde a entrada de dgua em excesso nas células leva ao inchago celular. Por outro

lado, a perda de &gua, sob condicGes de desidratacdo provoca encolhimento celular (WHENER
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et al., 2003; FRIEDRICH et al., 2006; LANG et al., 2007; DANZIGER, ZEIDEL, 2014)
(FIGURA 4).

FIGURA 4 - Mecanismos de regulagéo do volume celular.
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Fonte: DANZIGER, ZEIDEL, 2014. As células regulam seu ambiente interno em resposta ao estresse
osmatico através da ativacao de proteinas carreadoras e canais iénicos. Nesta figura, uma célula normal é
colocada tanto num ambiente hiperosmolar (esquerda) ou hipoosmolar (direita). No cenario de estresse
hiperosmolar, onde ocorre encolhimento da célula devido a saida de &gua, as células respondem
rapidamente com actimulo de Na*, K* e CI" seguido de producéo intracelular de solutos orgéanicos. O
aumento do conteudo intracelular direciona a entrada de 4gua para normalizar as concentracdes dos dois
lados da célula, restaurando assim o tamanho celular. Na configuracdo de inchago induzido por condi¢do
hipoosmolar, a ativacéo de canais de K* e canais de CI', bem como do co-transportador KCC leva a saida
de soluto e consequente perda de &gua, restaurando assim o volume celular.

Com poucas excec¢des, as membranas das células animais sdo altamente permeaveis a
agua. Nos organismos, o fluxo de dgua esta submetido a dois tipos de forcas: pressdo hidrostatica
e osmdtica. Contudo, em células de mamiferos, o gradiente de pressdo hidrostatica é

insignificativamente baixo. Essas membranas ndo suportam grandes variacbes de pressédo
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hidrostdtica e 0 movimento de &gua deve-se, em grande parte, ao gradiente osmético
(PAZANTES — MORALES et al., 2007; FRIEDRICH et al., 2006; STRANGE, 2004). Portanto,
qualquer desequilibrio entre as concentracdes intra e extracelular € compensado por um
movimento de &gua através das membranas celulares, na direcdo necessaria para alcancar o
equilibrio osmético, o que ocasiona subsequentes alteracbes de volume (PASANTES-
MORALES et al., 2006).

O fluxo de agua através da maioria das membranas celulares ocorre por difusdo simples
das moléculas de agua através de uma bicamada lipidica. Contudo, algumas células possuem
proteinas especializadas que formam poros seletivos a passagem de &gua, chamadas de
aquaporinas aumentando drasticamente a permeabilidade a agua atraves das membranas
celulares (FURST et al., 2002; AGRE, KOZONO, 2003; STRANGE, 2004). A permeabilidade
da membrana plasmaética para a gua é alta (1um/s), contudo, o transporte de dgua por meio das
aquaporinas aumenta a permeabilidade da membrana podendo atingir cerca de 100 um/s (AGRE,
KOZONO, 2003; OKADA, 2004).

A difuséo é definida como o movimento continuo de moléculas em um fluido, que ocorre
em funcdo da presenca de um gradiente de concentracdo e é regida pela primeira Lei de Fick.
Quando ha um gradiente de concentracdo de agua (ou outro solvente) entre duas regides
separadas por uma membrana semipermeavel, como € o caso da membrana plasmatica, ocorre a
osmose, um caso especial da difusdo. Quando o fluxo causado pela osmose ocorre em uma
membrana semipermeéavel ideal, ou seja, uma membrana permeavel apenas ao solvente, esse

fluxo pode ser expresso por:

J =Ly (AP - An) ©)

Onde J representa o fluxo resultante da agua, Lp é chamado de condutividade hidraulica
da membrana e corresponde a permeabilidade da membrana a agua, AP € a diferencga entre as
pressdes hidrostaticas dos dois lados da membrana e An é a diferenga entre as pressdes
osmoticas das duas solugdes (LANG et al., 1998). A constante Lp depende basicamente da
presenca de aquaporinas inseridas na membrana celular (STRANGE, 2004).

O fluxo de agua através das membranas (J) € regulado em grande parte por meio do

gradiente de pressdo osmotica (An), que equivale a pressdo hidrostatica necessaria para impedir
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o transporte do solvente através da membrana, e sob condi¢édo de equilibrio, é definida através da

expressao matematica de Boyle Van't Hoff:

Onde, An ¢ a diferenca de pressdo osmotica, R ¢ a constante dos gases perfeitos, T ¢ a
temperatura absoluta e AC; é a diferenca na concentracdo do soluto através da membrana
(HOFFMANN et al., 2009; OKADA, 2004; STRANGE, 2004).

A pressdo osmotica (1) depende da concentragéo total de particulas de soluto dissolvidas.
A osmolaridade é a propriedade atribuida as solucGes para quantificar essa concentra¢do, em
nimero de moles de particulas osmoticamente ativas (ou seja, verdadeiramente dissolvidas na

agua) por litro da solucéo, sendo expressa por:

Osmolaridade = C; ¢ (5)

Onde, Cindica a concentragdo molar do soluto, ¢ indica o coeficiente osmético e i indica
0 nimero de particulas osmoticamente ativas de soluto. O coeficiente osmotico é um fator
inerente a cada soluto, e é introduzido para corrigir desvios de osmolaridade causados por
interacOes especificas da molécula dissolvida, e é desprezado muitas vezes por questdes praticas
(WEISS, 1996).

A aplicacdo dessas equacdes supde que o citosol se comporte como uma solucdo diluida,
obedecendo a equacdo de estado de um gas ideal. Entretanto, as membranas biolégicas ndo
exibem esse comportamento ideal, permitindo também a passagem de soluto (LANG et al,
1998).

Para explicar o comportamento ndo ideal de membranas, STAVERMAN, em 1951,
definiu o termo coeficiente de reflexdo para o soluto 1, oi, que ¢ a razao entre a pressdo osmotica

experimental () e a pressdo osmotica tedrica (7)) obtida atraves da equacao 2.
Gi =TT,/ T, (6)

O coeficiente de reflexdo € um termo adimensional que varia de 1 para o soluto que se

comporta como se fosse efetivamente impermeavel (ou seja, o soluto ¢ “refletido” pela
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membrana) para 0, no caso de um soluto cuja permeabilidade seja igual & da agua (STRANGE,
2004; WEISS, 1996). O gradiente de pressdo osmotica efetiva (Ame) através da membrana

gerada pelo soluto i:

Ane = RTY 6, AC, @)
Am depende da diferenca de concentragdo através da membrana (AC) e coeficiente de reflexao
(oi) para cada soluto (i).
O fluxo efetivo que ocorre em membranas ndo ideais pode ser representado pela seguinte
equacéo:

J=LpAP — oRTACi (8)

onde o € chamado de coeficiente de reflexao, indicando a razdo entre a pressdo osmética quando
a membrana é permeavel tanto para o soluto quanto para o solvente e a pressdo osmotica caso a
membrana fosse permeavel apenas para o solvente. AC; equivale a diferenca de concentracdo do
soluto entre os compartimentos, R é a constante universal dos gases perfeitos, e T representa a
temperatura (JANACEK, SIGLER, 2000).

A osmolaridade do meio extracelular nos animais apresenta variacdes controladas, porém
mudangas significativas na osmolaridade plasmatica estdo associadas com uma variedade de
estados patoldgicos (DANZIGER, ZEIDEL; 2014; HOFFMAN, PENDERSON, KAPUS,
HOFFMAN, 2011; OKADA, 2004; WHENER, 2003; MOGIN, ORLOV, 2001). A osmolaridade
do meio intracelular é aproximadamente 300 mOsm em células de mamiferos (PENDERSON,
KAPUS, HOFFMAN, 2011; OKADA, 2004). Para prevenir a ruptura pela pressao osmotica,
células animais possuem normalmente pequenos dobramentos ou invagina¢Ges na membrana
plasmatica, incluindo microvilosidades que se desfazem apds aumento do volume celular de
forma a ndo aumentar significativamente a tensdo na membrana. O excesso de agua dentro da
célula pode causar um aumento de volume que ultrapasse a capacidade elastica da membrana, o
que pode levar ao seu rompimento e morte celular (OKADA, 2004).

Quando a osmolaridade extracelular & maior que a intracelular, ocorre um fluxo de agua
para fora seguindo seu gradiente osmoético e a célula se rompe em um processo chamado

plasmolise, ao contrario, quando a osmolaridade intracelular € maior que a extracelular, ocorre
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um fluxo de agua para dentro e a celula incha num fenémeno conhecido como turgescéncia
(LANG et al., 2007). Em ambas as situacdes, ocorre alteracdes do volume celular que podem ser
obtidas em funcdo da pressdo osmdtica através da equacédo 7, por substituicdo de C; por oiQi/V
na equagéo 2.
n=RT> 6.Q/V (9)
Onde Q; representa 0 nimero de moles da molécula i vezes o nimero de particulas

osmoticamente ativas por molécula do soluto (como visto na equacdo 2) e V representa o

volume.
Quando a célula é submetida a uma pressdo osmotica inicial T, e em seguida € transferida
para um meio de pressdo osmotica m, onde a osmolaridade intracelular e temperatura néo se

alteram, ou seja, o valor de RTY GiQi ndo se modifica, temos que:

V= TpVy (10)

Porém, para células vivas, como existem espacos na membrana que sdo inacessiveis para
a agua, onde o volume inativo € representado entdo por b na equacdo: (OKADA, 2004,
HOFFMANN et al., 2009).

n(V-b)=m(vo-D) (11)

Podemos utilizar essa equacdo para fazer estimativas da mudanca de volume da célula
quando exposta a variagdes da pressdao osmotica, ja que o volume e a pressdo osmética sdo
inversamente proporcionais (OKADA, 2004; HOFFMANN et al., 2009).

Em células que apresentam pouca regulacdo de volume e uma membrana bastante
permedvel a agua, essa relacdo foi verificada experimentalmente com sucesso: As células
expostas a 50% da osmolaridade isotdnica apresentam um aumento de volume de cerca de duas
vezes 0 volume inicial, se comportando nesse momento como 0 previsto teoricamente pela
relagdo de Van’t Hoff (MORISHIMA et al., 2000). Dessa forma, as células apresentam um
comportamento semelhante ao de um osmémetro ideal, quando ha alteracdes na osmolaridade, a
célula apresenta uma mudanca de volume devido a entrada ou saida de agua, que varia
proporcionalmente a essas alteracfes (WEISS, 1996; WHENER et al., 2003).
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Existem dois tipos de alteracfes de volume que ativa 0s mecanismos osmorregulatorios;
mudancas de volume anisosmoticas que sdo aquelas provocadas por alteracfes na osmolaridade
extracelular, enquanto que mudancas isoosmdticas sdo causadas por alteragdes no conteddo
intracelular (LANG et al., 2007). Assim sendo, células animais possuem mecanismos
fisiologicos pelos quais elas sentem as mudancas no volume celular e regulam seu volume

diminuindo o impacto provocado pela entrada ou saida de &gua em excesso nas células.

3.4 Mecanismos sensores de volume celular

As células podem fazer uso de mais de um dos mecanismos de transporte descritos e
serem aptas a regular seus volumes mesmo se um dos sistemas de transporte envolvido na
regulacdo de volume estiver inibido ou blogueado (LANG et al., 1998). Assim, as respostas de
reducdo regulatéria de volume envolvem trés componentes celulares: i) um sensor de volume
que detecta mudancas no volume celular e traduz estas mudancas em sinais extracelulares; ii) um
mecanismo efetor que causa a perda de osmdlitos e agua, corrigindo as alteracGes de volume; e
iii) um sinal ou segundo mensageiro que une o sensor ao efetor (HALLOWS, KNAUF, 1994).

As questdes de como as células “detectam” as variagdes de volume e de como os sinais sao
amplificados e transmitidos aos efetores tém sido alvo de muitos estudos. Por exemplo, foi
demonstrado em tabulo proximal renal, que as células podem detectar e responder a mudancas
de volume menores que 3% (LOHR, GRANTHAM, 1986). No entanto, nossa compreensao
acerca dos mecanismos regulatérios pelos quais as células detectam essas variacfes de volume e
traduzem estes sinais em respostas regulatorias ainda é pouco explorado. Obviamente, a
identificacdo destes mecanismos € extremamente relevante para a descricdo do fenémeno de
regulacdo de volume. Os elementos sensores, efetores e sinalizadores nesse sistema de
retroalimentacdo ndo tém necessariamente, fungdes exclusivas; ao contrario, muitas vezes
interagem para produzir uma resposta de regulacdo de volume integrada. Canais ativados por
estiramento, por exemplo, tém caracteristicas dos trés componentes. Dentre 0s sensores de
volume, destacam-se: o citoesqueleto, pois mudancas decorrentes da exposi¢cdo a ambientes
osmoticamente variados podem afetar a arquitetura do citoesqueleto (KUANG et al., 2006);
canais ativados pelo estiramento da membrana (WANG, MCCRUDDEN et al., 2004);
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concentracdo de macromoléculas intracelulares (AL-HABORI, 2001) e pH intracelular
(ORLOV, HAMET, 2006).

A capacidade de regulacdo de volume envolve uma grande diversidade de sistemas de
transporte i0nico na membrana celular. Assim, os mecanismos efetores sdo, basicamente,
sistemas dependentes de proteinas transmembranares e incluem transporte ativo (ATPases) e
transporte passivo (canais idnicos e carregadores). Finalmente, quanto aos sinais que comunicam
0 sensor ao efetor, temos que alguns sinalizadores celulares também estdo relacionados a
transmissdo e amplificacdo dos primeiros sinais de alteragdo de volume, tais como o0s
fosfoinositideos, quinases e fosfatases, AMPc, proteina G e célcio intracelular (BERRIDGE et
al., 2000).

A propria composicao lipidica da membrana altera a atividade dos transportadores
envolvidos na regulacéo de volume. A ativacdo de canais pode ocorrer através do estiramento da
membrana, ou de alteragdes na sua curvatura. O aumento do volume celular pode provocar
estiramento da membrana e/ou citoesqueleto, que podem semelhantemente funcionar como
sensores de volume (PEDERSEN, HOFFMAN, MILLS et al., 2001). Estes sensores ativam uma
série de vias de sinalizagdo celular, que pode variar consideravelmente entre os diversos tipos de
celulas ou mesmo em uma célula nos seus diferentes estados funcionais (HOFFMAN et al.,
2009).

O citoesqueleto desempenha importante papel na regulacdo do volume, com participacao
dos microtubulos de actina (PEDERSEN, HOFFMAN, MILLS et al., 2001). A actina interfere
na entrada e saida de &gua na célula, retardando alteracdes de volume. Porém, durante o inchaco
celular ocorre despolimerizacdo dos filamentos de actina em diversos tipos celulares. A
interferéncia da citocalasina B no citoesqueleto impede que o RVD ocorra em alguns tipos
celulares e a colchicina, que interfere no arranjo dos microtubulos, também impede que o RVD
ocorra em células de Jurkat, HIL-60 e neutrofilos (LANG et al., 1998; OKADA et al., 2004).

AlteragOes do volume celular envolvem algumas cascatas de sinalizagcdo e modifica a
fosforilagdo de uma variedade de proteinas, na qual as quinases (tirosina quinase, MAP quinases,
as JNK (c-Jun N-terminal quinase)/SAPK (proteina quinase ativadas por estresse), quinase de
adesdo focal (pl21) e p38 desempenham papel fundamental durante inchagco celular
(ALEXANDER, GRINSTEIN, 2006). Numerosas vias de transducdo de sinal tém sido

implicadas no controle das vias de transportes reguladores do volume, incluindo alteragfes na
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concentracdo de Ca®" intracelular, atividade GTPase, fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas
serina/treonina e tirosina e também os niveis de eicosanoides (LANG et al., 1998).

Os eicosanoides, por sua vez, estimulam os canais i6nicos (K™ e CI%) reguladores do
volume e/ou efluxo de taurina. Também inibe a formacao de PGE2 e assim previne os canais de
Na* sensiveis a PGE2. Integrinas também sdo responsaveis por sinalizar estimulos mecanicos o
que as torna candidatas ao papel de sensor. O inchaco celular alcaliniza os compartimentos
celulares tais como endossomos, lisossomos e granulos secretores, que por sua vez, inibe a
protedlise autofagica (LANG et al., 2007).

Apesar do crescente esforco em entender as vias de sinalizagdo e ativacdo dos
mecanismos responsaveis pela regulacdo de volume, muito ainda precisa ser esclarecido sobre os
mecanismos sensores envolvidos na regulacdo do volume celular.

Em diversas funcGes celulares, nota-se que as células ativam os mecanismos regulatorios
do volume (RVD ou RVI) diante de perturbacdes osmoticas, que serdo abordados na sessdo a

seguir, sendo o RVD descrito de maneira mais detalhada, uma vez que é objetivo deste trabalho.

3.5 Mecanismos Reguladores do Volume celular

O volume celular pode ser mantido tanto pelo ganho ou perda de solutos osmoticamente
ativos, principalmente fons inorganicos como Na®, K*, CI" ou pequenas moléculas organicas,
chamadas osmolitos organicos. Durante a regulacdo do volume, a perda ou ganho de eletrdlitos
sdo mediados principalmente através de canais e transportadores de membrana (JANACEK,
SINGLER, 2000; FRIEDRICH, 2006; LAMBERT, 2008).

3.5.1 Aumento Regulatério do Volume

A exposicao das celulas ao meio hipertonico ou perda de osmolitos da célula leva a saida
de agua a favor do seu gradiente osmotico resultando no encolhimento celular. O mecanismo de
RVI é acompanhado pela captagdo de ions, o que se deve fundamentalmente ao aumento da
permeabilidade da membrana a entrada de cloreto e sédio nas células (SHIMIZU et al., 2006).

Em células murchas, a RV envolve ativa¢do do co-transportador Na*- K*- 2CI" (NKCC)
e/ou do trocador cationico Na*- H* (NHE) (FIGURA 5). O trocador NHE ¢ funcionalmente

acoplado ao trocador anidnico CI7HCO® (do inglés: anion exchanger AE) que por si s6 é
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insensivel a varia¢fes de volume celular (LANG et al.,1998; OKADA, 2004; HOFFMAN et al.,
2009). O H' e HCO; extruido pelos co-transportadores NHE e AE, respectivamente, sio
absorvidos pela célula na forma de CO; via acido carbénico H,CO3, O trabalho em conjunto dos
dois co-transportadores acumula NaCl dentro da célula. Um outro transporte relevante para o
RVI é originado da Na*-K*- ATPase. Essa ATPase ¢ ativada de modo compensatdrio devido ao
aumento da permeabilidade ao sddio. Ela atua, portanto, diretamente na manutencdo da
concentracdo intracelular deNa” e, indiretamente, na manutencéo dos gradientes intracelulares de
Cl" e K™ através da extrusdo de Na" em troca de K™ (LANG et al., 2007).

FIGURA 5 llustracéo esquematica dos mecanismos de transporte envolvidos na RVI

Hiperténico Osmolitos organicos

|
Nat, Cl-

Fonte: Extraida de BERNE, LEVY Physiology, 6 ° edigdo. 2008. Durante a RVI NaCl e osmdlitos
organicos entram na célula, ativa o funcionamento da ATPase Na*-"K" e assim o contetido NaCl na célula
é aumentado. O aumento da concentragdo celular NaCl e osmolitos orgénicos aumenta a pressao
osmdtica intracelular e movimenta agua para dentro da célula, fazendo com que a célula retorne ao
volume préximo do original.

O encolhimento de algumas células leva a ativacio de canais de Na* e despolarizagdo de
sua membrana, que por sua vez dissipam o gradiente elétrico para Cl e assim permite a entrada
de CI" (WEHNER et al., 2003). Em contrapartida, algumas células inibem canais de K* também
levando a despolarizagéo e outras células inibem canais de CI” durante encolhimento celular para
evitar a perda de CI celular (LANG et al.,, 1998). O encolhimento celular ndo é apenas
neutralizado pelo acimulo de ions, mas também pela captacdo celular ou geracdo de osmolitos
organicos (LAMBERT et al., 2008). Além desses co-transportadores, 0s canais de sodio como o
NSC (Na*- permeable nonselective cation channels), o carreador de Na e CI, NCC (Na* - CI-

Cotransporter) e o carreador de taurina TauT (associado ao transporte de sddio e cloreto)
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contribuem para o RVI. Os canais de Na* contribuem para 0o RVI por mediar diretamente a
entrada de sddio e indiretamente estimular a entrada de CI" causando despolarizacdo da
membrana (WHENER et al., 2003).

A participagdo de cada um desses transportadores nesse processo varia entre os diferentes
tipos celulares (OKADA, 2004; HOFFMANN et al., 2009).

3.5.2 Diminuicéo Regulatdria do Volume

A exposicdo das células ao meio hipoténico ou ganho de osmolitos da célula leva a
entrada de &gua a favor do seu gradiente osmotico e assim ao inchaco celular. A diminuicao
regulatoria do volume (RVD) é o processo responsavel pela recuperacdo do volume celular em
meios hipoténicos. O tempo necessario para ativar completamente o RVD e recuperar seu
volume celular varia entre os diferentes tipos celulares. Por exemplo, em células do cérebro, o
RVD ocorre rapidamente com 70-80% de recuperacdo alcancada dentro de poucos minutos,
como resultado da ativacgao do efluxo de solutos (PASANTES-MORALES et al., 2002).

Na maioria dos tipos de células estudadas, a RVD requer a liberacdo de ions através da
atividade concomitante de canais de K* e CI" (SARDINI et al., 2003; FRIEDRICH et al.,
2006;WEHNER, 2006; HOFFMANN et al.,, 2009). Os canais i0nicos que participam da
regulacdo do volume celular incluem os canais Kv1.3, Ky1.4 e KCNE1/KCNQL1 e os canais
aniénicos CLC-2 e CLC-3, BRI-VDAC, Icn e glicoproteina-P (MDR) (LANG et al., 1998;
MINDELL, MADUKE, 2001, SARDINI et al., 2003; WHENER, 2003). A RVD também pode
ser realizada através de carreadores. Ha trés tipos de transportadores envolvidos: O trocador de
anions CI'/HCO3™ (AE), o trocador de cations K*'/H" (KHE) e o co-transportador de K*/CI"(KCC)
sendo o carreador mais frequentemente utilizado (ADRAGNA et al., 2004). Em adicdo, 0 co-
transportador Na® (HCO'3) também pode participar do mecanismo de RVD. A FIGURA 6
ilustra os mecanismos de diminuicdo regulatoria do volume celular (RVD), bem como os

principais sistemas de transporte ionico envolvidos.
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FIGURA 6 llustracdo esquematica dos mecanismos de transporte envolvidos na RVD

Hipotdnico

osmoélitos organicos

Fonte: Extraida de BERNE, LEVY Physiology, 6 ° edi¢do 2008. Quando as células sdo expostas ao meio
hipotbnico, elas incham e sofrem o mecanismo de diminuicdo regulatéria do volume (RVD) O
mecanismo de RVD envolve perda de KCI e osmélitos organicos da célula. A reducdo de KCl intracelular
e osmélitos organicos diminuem a pressao osmatica intracelular, com saida de 4gua da célula e retorno ao
volume préximo do original. ~ Além do transporte idnico, o transporte de pequenas moléculas organicas
também esta envolvido no RVD. O inchaco celular estimula, a répida saida de glicerolfosforilcolina,
sorbitol, inositol, betaina e taurina (WEHNER et al., 2003). Os mecanismos mediadores da liberacdo de
osmdlitos organicos ainda ndo sdo bem compreendidos, mas podem envolver diversos transportadores
e/ou canais concomitantemente (LANG et al., 2007).

Diante disto, abordaremos de maneira mais detalhada os canais (catidnicos e aniénicos) e

transportadores idnicos envolvidos no mecanismo de RVD.

3.5.2.1 Mecanismos de transporte idnico envolvidos no RVD

A) Canais catidnicos

Os canais de potassio representam a maior e mais complexa familia de canais i6nicos. O
primeiro gene de canal de potassio clonado foi o canal dependente de voltagem shaker da mosca
Drosophila megalonaster.

Os canais de potassio desempenham papel importante na manutencdo do potencial de
membrana e, em células eletricamente ativas, neurénios e células musculares, repolarizam a
membrana plasmatica logo apés o potencial de acdo (WICKENDEN, 2002). Assim, eles
desempenham uma variedade de fungdes fisiologicas, incluindo a regulacdo da frequéncia
cardiaca, contragdo muscular, excitabilidade neuronal e liberacdo de neurotransmissores.
Também participam da secrecdo de insulina, na regulacdo do volume celular, resposta imune e
proliferacdo celular (SANDHIYA, DKHAR, 2009; WICKENDEN, 2002; HILLE, 2001).
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Os canais de potassio sdo agrupados em familias baseados na sua estrutura, bem como em
critérios fisiologicos e farmacoldgicos. Os canais de K™ podem ser divididos primariamente com
base no nimero de segmentos transmembranares (6TM, 2TM e 4 TM) e mecanismo de ativacao
(FIGURA 7) (SHIEH et al., 2000; CHOE, 2002; JENKINSON, 2006; SANDHIYA, DKHAR,
2009; HUANG, JAN, 2014).

FIGURA 7 - Representacdo esquematica da topologia dos canais de potassio.

K* Extracehlar

Kv or Kea

K+ Intracelular

Fonte: Retirada de HUANG, JAN., 2014. Canais de potassio dependentes de voltagem (Kv) e ativados
por célcio (Kca) pertencem a familia de canais 6TM/P. Os quatro primeiros segmentos transmembranares
(TM1-TM4) formam o sensor de voltagem, enquanto o restante do dominio transmembranar (TM5-TM®6)
corresponde a regido conservadora do canal. O canal de potassio de retificagdo interna (Kir) pertence a
familia 2TM/P no qual possui dois dominios transmembranares com uma al¢a formadora de poro (P)
entre eles. O canal de potassio K2P também chamado canal de potéssio de vazamento ou de repouso é
composto de quatro dominios transmembranares (4TMs) e duas regides formadoras de poros.
1. Canais de K" com 6TMs - Cada canal contém quatro subunidades. Cada subunidade contém
de seis a sete segmentos transmembranares e uma alca formadora de poro (P) entre os dois
ultimos segmentos. Incluem os canais ativados por voltagem (Kv, KCNQ, EAG) e ativados por
calcio (Kca).
Os canais de potassio dependentes de voltagem (Kv) sdo codificados por cerca de 40
genes em humanos e representam a maior familia de canais de potéssio ativados por mudangas

no potencial de membrana (GUTMAN et al., 2005; HUANG, JAN, 2014).
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A literatura revela a participagdo de 12 subfamilias (Kv1- Kv12). Estas subfamilias
séo divididas de acordo com a similaridade da sequéncia de aminoacidos (SZABO, ZORATTI,
GULBINS, 2010; GUTMAN et al., 2005). As ultimas 3 subfamilias funcionais (Kv10 ou
ether-a-go-go; Kv11 ou Eag-related-gene e Kv12 ou eag-like) sdo conhecidas simplesmente
como subfamilia Eag, com isoformas encontradas principalmente no sistema nervoso central.
Tais isoformas, sdo pouco elucidadas, exceto a isoforma Kv10.1 ou EAG1 que tem sido

relacionada com processos oncogenéticos (GUTMAN et al., 2005).

Os canais de Kv atuam em resposta a despolarizacdo e repolarizacdo da membrana.
Durante o potencial de repouso encontram-se na conformacdo fechada. Aumentam sua
atividade em estados de despolarizacdo e permitem o efluxo de potassio (WANG et al., 2006).
Estdo presentes tanto em células excitaveis (cérebro, coracdo e musculo) quanto em células
ndo excitaveis, tais como: rins, pulmao, ilhotas pancreaticas, sistema imune, tecido adiposo e
células epiteliais onde funcionam na regulacdo do “feedback” do potencial de membrana
plasméatico e, assim, tém impacto em diversos processos fisiologicos que variam desde
secrecdo até proliferacdo celular. Mutacdes e disfuncdes dos canais Kv estdo relacionadas a
diversas doencas tais como epilepsia, paralisia e arritmia (SZABO, ZORATTI, GULBINS,
2010).

Os canais de potassio dependentes de calcio (Kcg) respondem a alteracbes da
concentracdo de Ca?" intracelular regulando o potencial de membrana. Estes canais previnem
indiretamente a entrada excessiva de Ca* e estdo envolvidos no relaxamento muscular e
liberacdo de neurotransmissores, entre outros eventos (WICKENDEN, 2002). Os canais Kc,
sdo amplamente expressos na maioria dos tecidos e desempenham papel fundamental na
regulacdo de processos fisiologicos, tais como sinalizacdo neuronal, ténus do musculo liso,

secrecdo hormonal e formacéo do potencial de acdo (HOU et al. 2009).

Ja os canais Kc,, de acordo com as propriedades de condutancia do canal unitario,
podem ser divididos em trés subfamilias: canais de alta condutancia (100-300 pS - BKCa)
também chamados de canais Maxi K ou BK, de condutancia intermediaria (25-100 pS — IKCa
ou IK) e de baixa condutancia (2-25 pS — SKCa ou SK) (HILLE, 2001; LEDOUX, 2006;
FELETOU, 2009). Eles diferem ndo apenas no seu valor de condutancia, mas também na

dependéncia de voltagem, sensibilidade ao calcio e farmacologia (LEDOUX, 2006).

Programa de Pés-graduacdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferacéo e regulacdo do volume em células......47

2. Canais de K* com 2TMs - Esta familia também conhecida como canal de potassio de
retificacdo interna (Kj - inward rectifier) - possuem subunidades com dois segmentos
transmembranares (M1 e M2) e entre eles ha uma al¢a altamente conservada formadora de poro
que mergulha na membrana pelo lado externo. As regifes carboxi- e amino-terminais estdo no
lado intracelular da membrana. Cada canal possui quatro subunidades formadoras de poro e
podem interagir com outras proteinas de membrana. Estes canais estdo presentes no musculo
cardiaco e sdo ativados pela hiperpolarizacdo da membrana, pois conduzem corrente

de K" para o interior da célula muito mais prontamente do que para o exterior (SANDHIYA,
DKHAR, 2009; HIBINO et al., 2010; HUANG, JAN, 2014). Assim como 0s canais de potassio
dependentes de voltagem, estes canais se organizam como tetrdmeros, embora um arranjo
octamérico tenha sido descrito no caso dos canais de potassio sensiveis a ATP (Kir6.2/SUR)
(SANDHIYA, DKHAR, 2009; HIBINO et al., 2010).

Os canais de potéssio dependentes de ATP (Katp) formam um grande complexo
macromolecular no qual quatro subunidades de canais de potéssio de retificagdo interna
(Kir6.x) formam um poro central, rodeados por quatro subunidades do receptor sulfoniuréia
(SUR) (MIKHAILOV et al 2005; SANDHIYA, DKHAR, 2009; HIBINO et al., 2010). Kir6.x
se apresenta em duas isoformas, Kir6.1 e Kir6.2. Existem trés isoformas do receptor SUR:
SUR2A, encontrada no coragdo e no musculo esquelético; SUR2B, encontrado no musculo
liso e neurdnios; SUR1, amplamente expresso em células neuroenddcrinas (incluindo células f3
pancreéticas) e neurbnios e faz parte da superfamilia ABC (ligadas ao trifosfato de adenosina
ciclico— ATP) (McTAGGART et al., 2010).

Estudos farmacoldgicos e fisioldgicos sugerem que combinacBes de diferentes
subunidades SURX e Kir6.x (TABELA 2) formam diferentes tipos de canais Katp, conferindo
caracteristicas especificas de cada tecido, que podem ser responsaveis em parte pela
diversidade molecular e funcional dos canais (SANDHIYA, DKHAR, 2009; HIBINO et al.,
2010).
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TABELA 2. Distribuicéo tecidual de diferentes subunidades dos canais de Katp

Subunidades Localizacéo
Kir6.2/SUR1 Células B pancreaticas
Kir6.2/SUR2A Coracao e masculo esquelético
Kir6.2/SUR2B Musculo liso
Kir6.1/SUR2B Musculo vascular liso

Fonte: Adaptado de SANDHIYA & DKHAR, 2009.

Fisiologicamente, os canais Kartp funcionam como um sensor metabdlico, acoplando o
metabolismo celular com a atividade elétrica através da regulacdo do fluxo de potassio em uma
ampla gama de tecidos (ASHCROFT et al., 2005; McTAGGART et al., 2010), incluindo
coragdo, células P pancreaticas, musculo esquelético, musculo liso, cérebro, glandula pituitéria
e rim (HIBINO et al.,, 2010, McTAGGART et al., 2010). Esses canais também estdo
relacionados a eventos celulares como secre¢do de insulina nas células B pancreaticas,
protecdo contra eventos isquémicos no coracdo e cérebro, além de estarem envolvidos na
regulacao do ténus venoso (ASCROFT, 2005; TERAMOTO, 2006).

3. Canais de K com 4TMs - incluem os canais de potassio com dominios de dois poros (K2P)
- cada subunidade contém quatro segmentos transmembranares e duas al¢as formadoras de poros
(P1 e P2). Também conhecidos por canais de vazamento (leak) ou canais de repouso, sdo
responsaveis pela alta permeabilidade da membrana plasmatica aos ions K* e sdo responsaveis
pela manutengdo de um potencial de membrana negativo. Estdo presentes em todas as células
excitaveis, sendo constitutivamente abertos em estado de repouso e sdo fundamentais para
funcdo neural (HONORE, 2007). A classe de canais K2P é composta atualmente por 15
membros e é subdividida em seis grupos: TWIN, THIK, TREK, TASK, TALK e TRESK
(MILAC et al., 2011). Esta familia parece ter um papel importante na regulacdo de volume
celular e parece ter surgido como alvo potencial de inumeros anestésicos (CHOE, 2002;
SANDHIYA, DKHAR, 2009).

Ja foi relatado a associa¢do do aumento do volume celular com ativacdo de diferentes
tipos de canais para K (NIEMEYER et al, 2001; OKADA, 2004; HOFFMAN et al 2009)

(FIGURA 8). Dentre os canais de K" ja descritos como sensiveis ao volume esto:
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v Os canais com quatro dominios transmembranares: 0 TREK, o TASK (em células de tumor
ascitico de Erlich) e 0 TRAAK;

v' Os canais com seis dominios transmembranares: Kvl, Kv4 e K,5 KCNQ1, KCNQ4 e
KCNQ5 (entre os dependentes de voltagem) em diferentes tipos celulares como neurdnios,
midcitos cardiacos e linfocitos. Os canais de potéssio dependentes de voltagem KCNQ1 e
KCN4 mostraram recentemente exibir uma sensibilidade ao volume quando expressos com
AQP1 em odcitos de Xenopus (OKADA, 2004; HOFFMANN et al., 2009);

v Os canais de potassio ativados por calcio (BK, o IK e o0 SK) em células epiteliais, tubulares
renais e midcitos cardiacos. A ativacdo dos canais BK sob condicdo hipotonica pode ser
demonstrada, por exemplo, em células VERO (HAFTING, SAND, 2000).

v Ja foi demonstrado que os canais de K" ativados por calcio de condutancia intermediaria (1K)
estdo envolvidos no processo de RVD em células intestinais humanas 407 (Int-407)
(OKADA et al., 2001);

v" Canais com dois dominios transmembranares: Kir (Katp)

v O canal MinK em células epiteliais traqueais murinas (LOCK, VALVERDE, 2000).

FIGURA 8. Canais de potassio sensiveis ao volume

Canais de potassio

2TM 4TM 6TM
P P P P
NHs™ Coo- e .| coo- NH,* coo-
I | 1
TWIK TALK THIK
r T T T T T 1 ' 1 ! !
Kirlt Kir2 Kir3 Kird Kir5 Kiré Kir7 Ky Kea EAG KCNQ

EAG ELK ERG
KCl'uaz KCNQ3
@ Kv2 Kv3 Klv8 Kv? Kv8 Kvo

Fonte: Adaptada de HOFFMANN et al., 2009. Canais de potassio sensiveis ao volume marcados em
circulo vermelho: TREK, TASK e TRAAK possuem quatro dominios transmembranares; Kvl, Kv4, Kv5,
KCNQ1, KCNQ5 sdo canais de potassio com seis dominios. BK, IK e SK sdo canais de potassio
dependentes de célcio de alta, intermediéria e baixa condutancia.
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Parece que a ativagdo dos canais de K* dependentes de calcio (Kca) ou dependentes de
voltagem (Kv) ndo ocorre diretamente por aumento do volume celular, mas sim por um aumento
na concentracdo intracelular de Ca** (HOFFMANN et al., 2009). As células inchadas aumentam
a condutancia para o fon Ca** (NILIUS, DROOGMANS, 2003) e 0 consequente aumento na taxa
de Ca®" intracelular é responsavel pela ativagdo de canais para K* ativados por Ca®*
(FERNANDEZ-FERNANDEZ et al, 2002). Embora esses canais sejam sensiveis ao volume, a
contribuicdo de cada canal para a RVD pode ndo ser significativa dependendo do tipo celular
(HOFFMAN et al. 2009).

Além dos canais de potéssio, algumas células durante o estresse hipotonico levam a
ativacdo dos canais catibnicos ndo seletivos. A primeira vista, isto pode ser surpreendente,
porque devido a eletronegatividade no interior da membrana, espera-se que 0s canais catidnicos
ndo seletivos favorecam a entrada ao invés da saida de osmolitos. O gradiente eletroquimico
favorece a entrada de cations através destes canais (WEHNER et al., 2003). Tem que ser
considerado, contudo que alguns destes canais exibem alta permeabilidade para K quando
comparado ao Na’. Além disso, certos canais catidnicos ndo seletivos apresentam
permeabilidade consideravel a cations divalentes, de modo que eles podem desempenhar papel
na sinalizacdo do Ca*? durante RVD. Curiosamente, alguns canais cationicos ndo seletivos sao
sensiveis ao estiramento da membrana (WEHNER et al., 2003).

Recentemente foi demonstrado que esses canais estdo presentes e funcionam em uma
grande variedade de organismos multicelulares, inclusive em humanos. Esses canais sdo
expressos em varios 6rgaos tais como cérebro, coracdo, rim, testiculos, pulmao, figado, baco,
ovarios, intestino, prostata, placenta e tecidos vasculares, e em muitos tipos de células, incluindo
neurdnios, células endoteliais vasculares, epiteliais e musculares lisas (MONTELL, 2005). Estes
canais pertencem a uma superfamilia de canais ibnicos de potencial transitorio conhecida como
TRP (MONTELL et al., 2005) que ¢ dividida em dois grupos baseado segundo suas sequéncias
de aminoacidos e diferencas topologicas, sendo o grupo 1 dividido em 5 subfamilias: canais TRP
classicos (TRPC), TRP receptores vanildides (TRPV), TRP melastatinas (TRPM), TRP
mecanoreceptores potencial C (TRPN), TRP proteinas transmembranares ancrinas (TRPA) e o
grupo 2 em duas subfamilias: canais TRP receptores de policistinas (TRPP) e TRP receptores de
mucolipinas (TRPML) (MONTELL, 2005; RAMSEY et al., 2006; PENDERSON, KAPPUS,
HOFFMANI., 2011).
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Estes canais TRP pertencem a uma familia de canais catidnicos, em sua maioria,
permeéveis ao Ca™ e que foram inicialmente descobertos no sistema visual de Drosophila
melanogaster mutantes do gene TRP (MINKE, PARNAS, 2006). Os canais TRP tém atraido
uma profunda atencdo por serem os (nicos canais de entrada de Ca** ativados por estimulos
variados, como por exe
mplo, a hipoosmolaridade e estdo associados com diversas funcdes fisiologicas. Os canais TRP
foram assim denominados, pois quando ativados, permitem o influxo de cargas positivas para a
célula, gerando uma despolarizacdo. Entretanto, esta despolarizacdo ndo se caracteriza por um
potencial de acdo, e sim por um potencial receptor transiente, podendo ou ndo vir a gerar um
potencial de acdo (CLAPHAM, 2003). Membros de diversas subfamilias TRP tém sido ativados
por estimulos osmoticos e em alguns casos contribuem para a resposta regulatoria do volume.
Pelo menos TRPV2, TRPV4, TRPM3, TRPM7, TRPC6 e TRPP2 parecem exibir sensibilidade
ao volume celular e/ou pardmetros biofisicos acoplados ao estiramento da membrana (BECKER
et al., 2005). O papel geralmente presumido dos canais TRPs na regulacdo do volume celular é
mediado por um aumento da concentracdo intracelular de Ca**, que subsequentemente estimula o
RVD por ativacio do efluxo de ions K™ e de ions CI', via canais de potassio ativados por calcio e

de canais de cloreto, respectivamente.

B) Canais anidnicos

Canais anibnicos permitem a difusdo passiva de ions de carga negativa ao longo de seu
gradiente eletroquimico. Constituem vias de baixa seletividade, presentes nas membranas
plasmaticas e nas organelas intracelulares, permeaveis a anions como HCO3', Br', I', SCN", NO*,
PO* e aminoacidos carregados negativamente. Embora estes canais transportem com mais
eficiéncia outros anions do que o ion cloreto (CI"), eles sdo frequentemente chamados canais de
cloreto, porgue o ion CI" é o mais abundante nos organismos. (MADUKE, MILLER, MINDELL,
2000; ESTEVES, JENTSCH, 2002; JENTSCH et al., 2002; SUZUKI, MORITA, IWAMOTO,
2006). Os canais para cloreto sdo encontrados tanto em células eucaridticas (animais e vegetais)
guanto em células procaridticas (bactérias) (HILLE, 2001; JENTSCH et al., 2002).

O CI" desempenha importante papel na homeostasia celular. Funcionalmente, estes ions

desempenham papéis importantes em diversos processos fisiologicos incluindo: regulacdo da
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pressao sanguinea, manutencdo do pH, regulacdo do volume celular, tbnus muscular, transporte
transepitelial, transmissdo sinaptica, excitabilidade celular e acidificacdo de organelas
intracelulares (MADUKE, MILLER, MINDELL, 2000; HILLE, 2001; NILLIUS,
DROOGMANS, 2003; PULJAK, KILIC, 2006). Também existem relatos sobre seu papel na
migracdo celular, proliferacdo e diferenciagdo celular (JENTSCH et al., 2002; NILIUS,
DROOGMANS, 2003; SUZUKI, MORITA, IWAMOTO, 2006). Estudos recentes tém atribuido
ao CI, a capacidade de atuar como segundo mensageiro intracelular, j& que sua concentracdo
dentro da célula é dindmica e capaz de modular a atividade de proteinas como transferrina,
glicose-6-fosfatase, hemoglobina, dentre outras (DURAN et al., 2010).

A atividade comprometida dos canais de CI* estd associada a diversas patologias
(FIGURA 9), o que sugere que moduladores farmacoldgicos de canais de cloreto podem ter um
valor significativo no tratamento dessas doencas. Segundo JENTSCH et al., 2002, os inibidores
dos canais para cloreto na membrana plasmatica sdo DPC, difenilaminocarboxilato; NPPB, acido
niflimico; 9-AC, antraceno- 9- carboxilato; 1AA, acido indaniloxiacetico; CPP, acido 2- (p-
clorofenoxi) propidnico; Glibenclamida; Suramina e Tamoxifeno, além dos ions metalicos zinco
e cadmio.

Os canais de cloreto sdo cruciais para o transporte transepitelial e controle do fluxo de
agua, além de fornecer uma via de permeabilidade para uma variedade de outros anions. Essa
variedade de funcBes requer um namero diversificado de canais de cloreto que séo codificados
por genes pertencentes a diversas familias (JENTSCH et al., 2002).

O transporte de CI" envolve numerosas vias, incluindo trocadores de &nions, co-
transportadores e canais i0nicos. Os trocadores e co-transportadores permitem que a
concentracdo do anion seja mantida contra o gradiente eletroquimico, sendo este transporte
associado a outros ions como Na* e K. Ja os canais de CI” permitem a passagem de correntes do
ion através da membrana, influenciando o potencial de membrana e o transporte de solutos. As
principais familias de transportadores de cloreto incluem: Na'- K - 2CI" (NKCC), o K*- CI’
(KCC) e trocador anionico CI" - HCO* (AE) (NILLIUS, DROOGMANS, 2003).
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FIGURA 9. Canais de cloreto e doengas humanas.
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Fonte: PULJAK, KILIC, 2006. llustracdo mostrando a localizagdo celular, o tipo de canal de Cl" e a
doenca associada com a desregulacdo da atividade do canal. A seta indica a dire¢do do transporte de CI°
sob condicdes fisioldgicas normais. Em gliomas e malaria, atividade do canal de CI" é altamente regulada
(seta azul).

Canais de CI" podem ser classificados quanto a sua localiza¢do, condutancia do canal
unitario ou mecanismos reguladores. Contudo, esse tipo de classificagdo é duvidoso. Por
exemplo, um mesmo canal pode residir na membrana plasmética e em organelas intracelulares,
ou 0s mecanismos de ativacao se sobrepdem. Além disso, com excecdo dos receptores do GABA
e glicina, essa classificagcdo é insuficiente para correlacionar com as familias de genes. A
classificacdo mais I6gica dos canais de cloreto é baseada em sua estrutura molecular. No entanto,
a grande variedade de canais de cloreto identificados ndo representa um ndmero semelhante de
genes para canais anionicos, sugerindo que familias inteiras dos genes para canais aniénicos
continuam desconhecidas (JENTSCH et al., 2002)
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Do ponto de vista funcional, os canais para cloreto tém sido classificados de acordo com
seu mecanismo de ativacdo (FIGURA 10) (ESTEVES, JENTSCH, 2002; NILLIUS,
DROOGMANS, 2003; PULJAK, KILIC; 2006), os quais podem ser:

a) Dependentes de alteracbes no campo elétrico transmembranar (canais para cloreto
dependentes de voltagem, como a familia CIC);

b) Dependentes de ATP (por exemplo, canal regulador de condutancia transmembranar na
fibrose cistica, CFTR);

c) Dependentes de aumento na concentracdo do calcio intracelular (canais de cloreto
ativados por célcio, CaCC);

d) Ativados por ligantes (canais ativados por glicina ou 4cido gama aminobutirico- GABA);

e) Dependentes do aumento do volume celular (canais anidnicos regulados por volume —

VRAC ou canais mecano-sensiveis que respondem ao estiramento da membrana).

FIGURA 10. Representacdo dos canais de cloreto de acordo com seu mecanismo de ativagao.

" Canais de Cloreto

G cAMP

Fonte: DURAN et al., 2010. O fluxo de ions CI através da membrana plasmatica, por intermédio de
diferentes tipos de canais de cloreto, incluindo canais de cloreto ativados por célcio (CACC), canais de
cloreto ativados por AMPc (CFTR), canais ani6nicos reguladores de volume celular (VRAC) e canais
anidnicos dependente de ligante (GABAA e receptores de glicina). Canais de cloreto também podem ser
encontrados nas membranas intracelulares como as organelas; mitocondrias, reticulo endoplamatico,
sistema de Golgi e lisossomos.

Vérios canais foram identificados em funcdo das caracteristicas eletrofisioldgicas,
seletividade ibnica, comportamento da abertura e sensibilidade farmacoldgica. No entanto, os
canais de CI ativados por ligantes (glicina ¢ acido y aminobutirico - GABA), os reguladores da
condutancia da membrana na fibrose cistica (CFTR) e os canais de Cl" da familia CIC s&o os
mais estudados, pois defeitos na sua funcionalidade estdo relacionados com processos

patologicos (JENTSCH et al., 2002; CHEN, HWANG, 2008) e melhor compreendidos com
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respeito a sua identidade molecular, propriedades e funcionalidade. Em contraste, a identidade
molecular de VRAC e CaCC ainda é desconhecida e controversa (EGGERMONT et al., 2001,
BERG et al., 2012).

Para manter a neutralidade elétrica, o efluxo de K™ acontece em paralelo ao efluxo de CI°
mediado pelo canal de cloreto ativado pelo aumento do volume celular (JENTSCH et al, 2002;
SARDINI et al, 2003). Diante de um estresse hipoténico, as células extruem Cl-através de todos
0s canais anidnicos disponiveis, incluindo os canais ativados na membrana basal, sensiveis ao
volume, ativados por Ca>, ativados pela adenosina monofosfato ciclico - AMP¢.

O canal de cloreto ativado por hipotonicidade aparentemente mais abundante pertence a
um grupo de canal de cloreto denominado VRAC (volume-regulated anion channels) (FIGURA
11), que também pode ser chamado de (VRC, Volume Regulated Channel; VSOR-CLC, Volume
Sensitive Outwardly Rectifyier Chloride Channel; VSOAC, Volume Stimulated Osmolyte and
Anion Channe, ou Volume Sensitive Organic Osmolyte and Anion Channel; RVDC, RVD related
Channel e VSCC, Volume Sensitive Chloride Channel) (OKADA, 2009). O canal VRAC se
refere a duas caracteristicas gerais: seletividade a anions e ativacdo causada pelo aumento do
volume celular (WHENER, et al. 2003; ALEXANDER, GRINSTEIN, 2006).

O canal VRAC ¢ responsavel pela maior parte do fluxo de cloreto para fora da célula
durante o RVD, e € apontado como possivel canal permissivo também a passagem de osmdlitos
organicos (EGGERMONT et al, 2001; JENTSCH et al., 2002; OKADA, 2004; HOFFMANN et
al., 2009). Devido a vasta literatura abordando este canal, ndo se sabe se todos os trabalhos se
referem a Unico canal protéico ou a diferentes isoformas do canal (EGGERMONT et al, 2001;
SARDINI et al. 2003).

O VRAC participa ndo apenas do mecanismo de RVD em resposta ao inchago celular,
mas também pode ser importante em diversos outros processos, incluindo a regulacdo da
excitabilidade de membranas, transporte transcelular de cloreto, angiogénese, proliferacdo

celular, necrose, apoptose e liberacdo de glutamato de astrocitos (OKADA et al., 2009).
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FIGURA 11. Esquema da func&o do canal sensivel a volume VRAC
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Fonte: ABSCAL, ZARDOYA, 2012. VRAC localizado na membrana externa da célula é fechado sob
condigdes de repouso (acima a esquerda) e aberto apos alteragdo de osmolaridade (inchago osmético). O
efluxo de cloreto e osmolitos organicos diminuem a osmolaridade celular, resultado na saida de agua e
restabelecimento do volume original da célula. VOSS et al, 2014, demonstraram que as proteinas LRRC8
constituem o canal VRAC. Os humanos tém cinco isoformas de LRRC8 (A-E).

Estes canais sdo referidos como mediadores da corrente de cloreto sensivel ao volume
(Ici,vor). Esta corrente foi descrita eletrofisiologicamente pela primeira vez em 1988 por Akihiro
Hazama and Yasunobu Okada. A ativacdo desta corrente em resposta ao inchago celular é um
dos maiores mecanismos pelos quais as células tendem a restaurar seu volume apds estresse
hipoosmotico. Através dos experimentos de patch clamp, varios grupos de pesquisa
demonstraram que a corrente de cloreto lc),vo apresenta varias caracteristicas, que sdo bem
conservadas entre os diferentes tipos de células. Estes canais exibem condutancia intermediaria
na faixa de 10-40pS e 40-80pS em potencial de membrana negativo e positivo, respectivamente
(WEHNER et al., 2003).

Esta corrente apresenta o seguinte perfil biofisico: corrente com moderada retificagdo
para fora; inativacdo dependente de tempo e voltagem em potenciais altamente positivos,

seletividade anidnica com a sequéncia de permeabilidade de Eisenman tipo I: SCN >1" > NO3 >
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Br' > CI'> HCO3" > F- > isotianato > gluconato > glicina > taurina> aspartato, glutamato (SHEN
, et al, 2000; RANSOM et al., 2001; NILLIUS, DROOGMANS, 2003).

Foi demonstrado em algumas linhagens celulares que mudangas no pH e concentracfes
extracelulares de Mg** e Ca®* podem modular a inativacdo dependente de voltagem e tempo da
corrente lci,vor. Apesar do Mg?* intracelular ser visto como um importante regulador da funcéo,
mudangas na sua concentracdo ndo causam sua ativa¢do sem o aumento de volume causado por
um choque osmatico (OKADA, 2004).

N&o existem bloqueadores especificos para os canais VRAC e a eficicia destes
compostos podem variar de acordo com o tipo celular. Os principais bloqueadores desses canais
sdo Tamoxifeno, DIDS (&cido disulfénico di-isocianatoestilbeno), SITS (4cido 4-acetamido-4’-
isotiocianatostilbeno-2,2’-dissulfénico e NPPB (&cido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzoico,
sendo também inibidos por DPC, difenilaminocarboxilato; FFA, éacido flufenaminico; NFA,
acido niflamico; 9-AC, antraceno-9-carboxilato; IAA, acido indaniloxiacético; Glibenclamida e
DNDS (4,4’-dinitro estilbeno 2,2° dissulfonato) (JENTSCH et al, 2002; NILLIUS,
DROOGMANS, 2003).

Os canais de cloreto VRAC sdo inibidos por concentragdes nanomolares de SITS e
DIDS. Esta inibicdo é reversivel e é dependente de voltagem de modo que as correntes de saida
sdo mais sensiveis do que as de entrada. De modo independente de voltagem, o canal VRAC
também ¢ inibido de forma eficiente pelo NPPB e, em algumas preparacdes, por DPC e seus
derivados flufenamato e acido niflumico. Também foram blogueados por inibidores de
glicoproteina P, como tamoxifeno e verapamil, o que levou a hipotese da correlagdo molecular
com estas proteinas (WEHNER et al., 2003).

Apesar da sua ubiqua expressdo, a identidade molecular da proteina que forma o canal
para cloreto ativado pelo aumento do volume celular ainda é desconhecida, o que dificulta a
caracterizacdo farmacoldgica desta corrente (WEHNER et al., 2003).

Além desse canal, outros canais aniénicos também sao ativados pela saida de CI” durante
0 RVD. Existem varios tipos diferentes de canais anidnicos sensiveis ao volume. Os canais de
cloreto que atuam na regulacdo do volume celular incluem os canais de CIC-2 e CIC-3
(SABIROV, DUTTA,OKADA, 2001; WEYLANDT et al., 2001; JENTSCH et al, 2002), BRI-
VDAC, lIcin (SARDINI et al, 2003) e a P-glicoproteina (TOMINAGA et al., 1995). Apesar do
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papel de Icine P-glicoproteina na regulacdo do volume celular ainda ser uma questdo controversa
(RITTER et al., 2003).

O canal de cloreto ativado por AMPc conhecido como CFTR possui influéncia na RVD,
porem de forma aparentemente indireta, através da regulagdo dos canais de potassio
(VALVERDE et al., 1995). O CIC-3 foi indicado e subsequentemente refutado como
responsavel pela corrente Ic;, por esse canal apresentar caracteristicas biofisicas e mecanismos
de modulacdo semelhantes a dos canais VRACs (WEYLANDT et al., 2001; JENTSCH et al,
2002). Porém, alguns autores discordam dessa hipétese, argumentando que o CIC-3 apresenta
uma sequéncia de permeabilidade e farmacologia distinta dos canais ativados por volume. Um
estudo em hepatocitos de camundongos “nocaute” para CLC-3 ndo apresentou deficiéncia nas
correntes de cloreto sensiveis ao volume Icj,vo. Os canais CLC-3 exibem muitas semelhancas
com o canal VRAC, incluindo retificacdo para fora, condutancia unitaria, seletividade anibnica,
inativacdo dependente de voltagem e inibigdo por derivados estilbenos e tamoxifeno (JENTSCH
et al., 2002). Porém, existem algumas diferencas significativas, como por exemplo, a atividade
basal de CIC-3 é enorme em comparacdo com os canais VRAC, sendo este indectavel sob
condigdes isotonicas.

Os VRACs, fornecem em muitos tipos celulares, uma via para o efluxo de osmélitos
organicos induzido pela hipotonicidade, como por exemplo, os aminoacidos. Estes canais
apresentam um poro grande suficiente para permitir a passagem de moléculas relativamente
grandes (incluindo glutamato, aspartato e taurina) quando comparadas aos ions inorganicos,
exibindo desta forma um amplo espectro de permeabilidade (RANSOM et al., 2001).

Além dos osmolitos organicos citados anteriormente, sabe-se que em resposta ao estresse
hipoténico, ocorre a liberacdo de ATP para o meio extracelular. Os mecanismos pelos quais estes
nucleotideos atravessam a membrana para acessar 0 espaco extracelular ndo estdo bem
estabelecidos (OKADA et al, 2006).

A ativacdo dos canais VRAC ¢ dependente do ATP intracelular, mas ndo requer sua
hidrolise, ao contrario do ATP extracelular que induz um bloqueio na abertura do canal. Isto
pode sugerir um efeito modulador do ATP e possivel ligacdo a uma determinada parte do canal
ou uma subunidade reguladora. Na maioria dos sistemas, 0 estresse hipotonico leva a um

aumento significativo da concentragcdo de Ca* intracelular. Isto por sua vez, pode levar a
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ativacdo dos canais de cloreto ativados por célcio (CaCCs) que pode contribuir substancialmente
para as variacOes de volume (NILLIUS, DROOGMANS et al., 2003).

Os mecanismos de ativacdo dos canais de cloreto VRAC ainda sdo desconhecidos ou
controversos, embora muitos estudos tenham mostrado um grande ndmero de vias regulatérias
ou de fatores moduladores. Estudos sugerem evidéncias de sua modulagdo por cascatas de
sinalizacdo como através das proteinas quinase (PKA e PKC) e por fosfatases serina-treonina.
Por exemplo, fosforilagdo/desfosforilacdo mediadas pela tirosina quinase, tirosina fosfatase,
MAP quinases, quinase PI3, Rho-quinase e MLCK ou fosfatases de cadeia leves de miosina
(MLC) na regulagdo dos canais cloreto VSOR (OKADA, 2004; HOFFMAN et al., 2009). Foi
proposto que a ativacdo de canais VRAC em células hepaticas é induzida pelo estimulo
autocrino de receptores purinérgicos do tipo P2 apds liberagdo de ATP em inchacgo celular. A
atividade deste canal é totalmente independente da liberagdo de ATP induzida pelo inchago
celular, tanto em células epiteliais intestinais sem CFTR (fator regulador da condutancia
transmembrana que estd modificado na fibrose cistica), como em células mamarias expressando
CFTR (SHEN et al., 2002; OKADA, 2004).

C) Co-transportador de potassio e cloreto

O co-transportador de potassio e cloreto (KCC) é uma proteina de membrana integral que
medeia transporte ativo secundario, acoplado, o qual se utiliza da diferenca entre o gradiente de
concentracdo do K* e do CI" para favorecer co-transporte eletroneutro dos dois ions para fora da
celula. Sendo um dos transportes mais caracteristicos durante 0 RVD em muitos tipos celulares.

Os co-transportadores KCCs constituem membros da familia SLC12a (Solute carrier family
12) e possuem 4 isoformas, KCC1-4 que sdo codificadas pelos genes SLC12A4, SLC12A5,
SLC12A6 e SLC12A7, respectivamente. Possuem massas moleculares entre 120 e 130 kDa
(GAMBA, 2005). Estes transportadores KCC sdo responsaveis pelo transporte de ClI™ associado
ao K* extruindo dois ions da célula. O KCC é ativado por inchaco nas células sanguineas de
muitas espécies e também em outros tipos celulares.

Esta classe de cotransportadores esta envolvida no transporte iénico em diversos tecidos
celulares, como neurénios, masculo liso, epitélios, coragcdo, masculo esquelético, sugerindo um
papel ndo s6 na regulacdo do volume celular, mas também na absorcdo de sais transepiteliais,

secrecdo renal de K, relaxamento da musculatura vascular lisa, regulagdo da concentragdo de CI°
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neuronal e até mesmo na regulacdo do pH intracelular, devido sua capacidade de transportar ions
amonio (GAMBA, 2005).

A sua primeira descri¢do do co-transportador KCC foi como via de eliminacdo do potassio
durante RVD em células sanguineas de ovelhas, sendo os eritrdcitos ainda hoje o0 modelo mais
utilizado para estudo deste mecanismo de transporte (LAUF, ADRAGNA, 2000). Apesar da
presenca desse transportador ter sido verificada em células neuronais, musculares, endoteliais e
epiteliais. A atividade do KCC estimulada por inchaco celular foi observada em eritrocitos
fantasmas sob condicGes livres de ATP e também por uma grande variedade de estimulos,
incluindo agentes oxidantes e baixa concentracéo de fons magnésio Mg®* (OKADA, 2004).

As quatro isoformas estdo relacionadas a resposta celular em condi¢bes hipotonicas
(GAMBA, 2005). A expressdo de KCC1 é ubiqua, e a principal funcdo desse transportador
parece ser 0 RVD. Embora expresso ubiquamente, apresenta uma expressdao predominante em
eritrocitos de diversas especies (KAHLE et al., 2006). O KCC2 é expresso principalmente em
neurdnios, e possui uma funcdo mais voltada para a regulacdo da concentracdo citoplasmatica de
cloreto e a regulacdo do pH. O KCC2 é o unico de todos os KCC que apresenta uma
especificidade no seu padrao de expressao, restrita aos neurdnios, no sistema nervoso central, e a
retina, possuindo um papel crucial na excitabilidade e desenvolvimento neuronal (HEBERT et
al., 2004). Sendo assim, esta proteina é expressa na membrana celular dos neurdnios e dendritos,
estando envolvida nas sinapses e na regulacdo dos neurotransmissores, por exemplo, o GABA. O
KCC3 e KCC4 sdo expressos em uma grande variedade de tecidos, e possuem as fungdes de
transporte transepitelial, regulacdo da contracdo de musculos lisos vasculares, e regulacdo do
volume (HOFFMANN et al., 2009). O transportador KCC3 é expresso no cérebro, rim, coracgéo,
pancreas, medula espinhal e placenta, sendo 0s seus niveis de expressdo mais altos em neurdnios
e nos varios segmentos do néfron (KAHLE et al., 2006). O KCC3 apresenta dois transcritos,
KCC3a e KCC3b, que representam duas isoformas. O KCC3a possui uma expressdo mais ubiqua
do que o KCC3b, que é particularmente expresso no rim, e além disso contém 50 aminoacidos
gue ndo estdo presentes no KCC3b. Além disso, a proteina KCC3a possui varios locais de
fosforilacdo pela proteina quinase C (PKC), que nédo estdo presentes no KCC3b, sugerindo que
estas isoformas estdo sujeitas a regulacbes pos-traducionais diferentes (GAMBA, 2005). O

KCC4 assim como 0 KCC1, é expresso ubiqguamente. No entanto, apresenta diferentes niveis de

Programa de Pés-graduacdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferagéo e regulacdo do volume em células......61

expressdo, tendo elevados niveis no coragdo e no rim e baixos niveis no cérebro (GAMBA,
2005).

A regulacdo da ativacdo dos KCCs ainda nao foi elucidada. Muitos estudos indicam que essa
regulacdo se daria através de um mecanismo de desfosforilagdo por fosfatases especificas
(LAUF, ADRAGNA, 2000; ADRAGNA et al., 2004). Isto é uma diferenca intrigante em relacdo
ao transportador da mesma familia de co-transportadores sodio-potassio e cloreto (NKCCs) que
sdo ativados por fosforilacéo e estdo envolvidos no RVI (WEHNER et al., 2003).

D) Trocador aniénico CI/THCO*

A superfamilia de transportadores de bicarbonato consiste de dois grupos, conhecidos, como
familia de trocadores aniénicos CI'/HCO3 (AE) e a familia de transportadores HCO3™ que séo
acoplados ao Na* (NBCs). Enquanto nenhuma contribuicio direta de NBCs para regulacio do
volume celular foi relatado até o momento, o trocador CI'/HCO3™ € considerado importante tanto
para 0 RVD quanto RVI. Quatro isoformas foram clonadas até o momento (AE1-AE4), onde
pertencem a familia SLC4 (Solute carrier family 4) (ALPER, 2006).

Os trocadores eletroneutros (AE) contribuem em funcgdes celulares importantes como a
regulacdo do pH intracelular e a regulacdo do volume. S&o responsaveis pela troca eletroneutra
de HCOj3  por cloreto através de membranas (ALPER, 2006).

O AE1, conhecido desde 1985, é a isoforma mais conhecida entre estes trocadores e esta
presente nos eritrocitos para manutencao da forma e flexibilidade via interagdes funcionais com
0 citoesqueleto. Um subtipo bastante conhecido de AE1 é chamado de banda 3 (MOTAIS et al.,
1997), sendo um transportador e ndo um canal, ele estd envolvido no efluxo de osmdlitos
organicos ativados pelo inchaco celular. Organismos com expressdao de formas mutadas ou com
expressao reduzida do gene AE1 exibem alta instabilidade eritrocitaria e acidoses. O AE2 é
abundante no trato gastrointestinal e acredita-se que seja o responsavel pela entrada de Cl- pela
membrana basolateral, destinado a secre¢do de HCI e tambeém pela liberacdo de HCO3'. O AE2
foi encontrado como Unico tipo de AE envolvido no RVD de células de cancer cervical humana.
O AES3 é bastante expresso no coracdo e no encéfalo. Disturbios na expressdo de AE3 estdo
relacionados a algumas doencas neuroldgicas e cardiologicas (SHEN et al., 2002).

Durante o RVD, ocorre uma maior saida de potassio do que de cloreto, o que se deve pelo
menos em parte a atividade dos contra transportadores AEs (HOFFMANN et al, 2009). Uma

acidificacdo do meio intracelular é essencial para o desenvolvimento do RVD, provavelmente
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devido a ativacdo de canais de potéssio que dependem de um pH no meio extracelular alcalino.
A saida de HCOj3 é responsavel pela alcalinizacdo do meio extracelular, e ocorre através da
ativacdo dos AEs. A atividade dos AEs, por sua vez, depende da ativacdo de canais para cloreto.
Em alguns tipos de células, transportadores de sédio e hidrogénio podem ser ativados
concomitantemente para essa regulacdo do pH durante a RVD (L’HOSTE, 2007).

Outra forma observada da participacdo do AE no RVD é através da atuacdo desse
transportador como canal permedvel a ions e a solutos organicos.

Ja foi suposto que esses transportadores seriam o eixo central de regulacdo do transporte de
ions, posto que apenas a inibicdo deles por acido disulfénico di-isocianatoestilbeno (DIDS) seja
capaz de impedir o RVD completamente em alguns tipos celulares (MOTAIS et al., 1997).

E) Osmodlitos organicos no RVD

A liberacdo de osmolitos organicos intracelulares, tais como os aminoacidos: glutamato,
aspartato e taurina constituem parte da resposta do RVD. Apds a exposicdo ao meio hipoténico,
as células comegcam quase imediatamente a liberar osmolitos organicos em adi¢do aos osmélitos
inorganicos. Esta liberacdo ndo é consequéncia de um aumento geral da permeabilidade da
membrana a solutos organicos, mas apresenta uma especificidade marcante e, portanto, envolve
vias de liberacdo especificas. Alguns deles tém limiares osmoticos muito baixos. Em certas
células, a liberacdo de osmolitos organicos é responsavel por cerca de 50% do total de osmolitos
liberados durante RVD, desse modo, sua importancia na regulacdo geral do volume celular
torna-se evidente (WEHNER et al., 2003).

O inchaco celular é conhecido por induzir liberacdo de ATP através dos canais aniénicos em
uma ampla variedade de tipos celulares (células renais, epiteliais intestinais humanas, mamarias
de camundongos, entre outras), contribuindo assim para 0 mecanismo de RVD (SABIROV,
DUTTA, OKADA 2001). A saida de ATP influencia as concentracdes citoplasmaticas de Ca?*
que pode ativar os canais de potassio dependentes de Ca**, facilitando assim o RVD. Além do
ATP, outra molécula organica significativa para o processo de RVD é a taurina (acido 2-
aminoetanosulfonico) — produto final ndo metabolizado sintetizado a partir da cisteina, sendo um
dos principais osmolitos organicos em células animais (LAMBERT, 2004).

A liberacdo da taurina induzida por inchago celular € um fendmeno ja bem estudado em

células do tumor ascitico de Erlich, condrdcitos articulares, células HelLa, células gliais,
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astracitos, células do figado, células endoteliais, neurénios e células da medula renal (WEHNER
et al., 2003). Durante RVD, 30-50% de taurina saem da célula. O efluxo de taurina € passivo e
direcionado pelo gradiente de concentracdo. Adicionalmente, o fluxo de taurina em diferentes
tipos celulares € inibido por uma variedade de blogueadores de canais anidnicos, o que sugere
que o efluxo de taurina é mediado por um sistema de transporte que é mais similar a um canal
ibnico que um transportador (SHEN et al., 2002). Em uma variedade de tipos celulares o canal
VRAC e a via de efluxo da taurina apresentam uma sensibilidade quase idéntica aos
bloqueadores de canais anidnicos (WHENER et al., 2003). Apesar disso, ainda ndo se sabe,
precisamente, por quais vias a taurina é liberada pelas células. Porém, existem indicios de que
essa liberacdo esteja associada a canais anidnicos ativados pelo aumento de volume VRAC,
entretanto os perfis farmacologicos das correntes aniénicas sensiveis ao volume e da atividade do
suposto “canal de taurina” sensivel ao volume sdo bastante divergentes (HOFFMAN et al.,
2009). No entanto, embora o poro do VRAC seja suficientemente grande para permitir a saida de
aminoéacidos, esta claro que em muitos tipos celulares, o efluxo de taurina em diversos tipos
celulares se da por uma via diferente do VRAC.

E possivel que a liberagio de taurina e outros osmolitos orgénicos ocorram através de
transportadores anidnicos, especificamente através dos AEs. Em eritrdcitos, a via do transporte
de taurina é realizada através do trocador aniénico CI'/ HCOj3; (AE, banda 3). Em células
mamarias, a identidade molecular do efluxo de taurina ndo VRAC ainda é desconhecida.
Curiosamente, a atividade do canal VRAC é regulada pelo metabolismo celular. Quando a
concentracdo do ATP esta baixa, o efluxo de taurina diminui (WHENER et al., 2003). Os
carreadores favorecem ainda mais o acimulo de CI" pela despolarizacdo da membrana e em parte
pelo transporte de cloreto. Os transportadores, assim, medeiam a captura de NaCl em paralelo
aos osmolitos organicos. O encolhimento celular estimula a transcrigdo destes carreadores. Uma
vez que a expressao dos transportadores € lenta, a adaptacdo completa requer horas a dias.
Contudo, a eficiéncia do sistema depende da disponibilidade dos osmolitos no fluido
extracelular. Similarmente ao osmdlitos organicos, alguns aminoacidos sdo acumulados pelo
transporte acoplado ao sodio sensivel ao volume celular. Por exemplo, a expresséo e atividade do
sistema de transporte dos aminoacidos sdo altamente regulados pelo encolhimento celular,
enquanto o inchaco celular estimula a liberagdo de osmolitos organicos tais como

glicerolfosforilcolina, sorbitol, inositol, betaina e taurina.
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3.6 Ciclo Celular

O ciclo celular corresponde a uma sequéncia de eventos pela qual uma célula duplica
todos os seus componentes, levando a sua divisdo e replicacdo (BEHL, ZIEGLER, 2014).
Durante a divisdo celular, uma célula original (“célula mae”) se divide em duas novas células
(células filhas) idénticas de maneira altamente controlada e organizada (REIS et al., 2005).

O ciclo celular eucariotico pode ser subdividido em duas fases principais: a interfase, um
longo periodo durante o qual o conteddo das células se duplica, e a fase M ou mitose, curto
periodo durante o qual o contetdo da célula é segregado (REIS et al., 2005; BUDIRAHARDJA,
GONCZY, 2009) (FIGURA 12). A interfase € um periodo de intenso metabolismo para a célula,
sendo composta por trés fases G1, S e G2 (G de gap que significa intervalo). A fase G1 (entre
interfase e fase S) e G2 (entre a fase S e fase M). Estes intervalos permitem a preparagao celular,
sintese de proteinas e prevé um tempo necessario no ciclo celular para a entrada de sinais intra e
extracelulares. A fase M é a fase onde ocorre a divisdo propriamente dita e ocorre a separacao
dos cromossomos filhos e a citocinese. A mitose é composta por quatro subfases: profase,
metéfase, anéfase e tel6fase (COPPER, 2000; REIS et al., 2005; BEHL, ZIEGLER, 2014).

Algumas células animais completamente diferenciadas podem deixar o ciclo celular em
G1, dividindo-se apenas ocasionalmente. Quando isso ocorre, as células entram em estagio
quiescente ou de repouso também chamado de GO. Células nervosas, musculares e sanguineas
sdo os exemplos mais caracteristicos de células nesta fase. As células também entram em GO
quando o microambiente ndo é favordvel a continuidade no ciclo celular, por exemplo, quando
estdo desprovidos os fatores de crescimento ou nutrientes que sdo necessarios para a entrada na
fase S. E interessante notar que o arraste de células para fase GO néo é idéntico a senescéncia ou
envelhecimento fisioldgico celular. Neste caso, as celulas em GO podem voltar a se dividir

quando submetidas a estimulos especificos, num processo reversivel (BEHL, ZIEGLER, 2014).
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FIGURA 12. Representacdo esquematica do ciclo de divisao eucariotico.

Mitose

Interfase

Fonte: BEHL E ZIEGLER, 2014. A divisdo celular pode ser dividida em mitose e interfase. A duplicacdo
de cromossomos e sintese de outros componentes celulares sdo necessarias antes da mitose onde a ocorre
a separacdo de uma célula mae em duas células idénticas filhas (Fase — M). Células que temporariamente
ou reversivelmente escapam o ciclo de divisdo ficam na fase GO.

A regulacdo do ciclo celular é critica para o desenvolvimento normal dos organismos
multicelulares. A divisdo de todas as células deve ser cuidadosamente regulada para assegurar
que a formacdo das células filhas possua os genomas intactos (COPPER, 2000). Ao mesmo
tempo, a perda do seu controle pode acarretar uma série de desordens. Divisdo e morte celular
(autofagia, apoptose e necrose) sdo dois processos fisiologicos que regulam a homeostase do
organismo nos individuos. A desregulacdo destes processos pode trazer ao individuo diversas
patologias, como cancer, infarto do miocéardio, acidente vascular periférico (AVC), aterosclerose,
infeccdes, inflamacOes e doengas neurodegenerativas, entre outras. Diante destas patologias
associadas a desregulacdo da homeostase, busca-se encontrar moduladores do ciclo celular,
como também alternativas para reprogramar a morte celular (FOSTER, 2008; ZHIVOTOVSKY,
ORRENIUS, 2010).

A progressdo através do ciclo celular, a ordem exata das fases, bem como a atividade
metabdlica e sintese nas diferentes fases precisam ser altamente controladas (GOLIAS et al.,
2004; BEHL, ZIEGLER, 2014). A integridade gendmica, proliferacdo e sobrevivéncia celular,
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séo reguladas por pontos de checagem no ciclo celular. Como resposta ao estresse replicativo ou
danos ao DNA, as células ativam uma rede complexa de fatores conhecidos como quinases
dependentes de ciclinas - Cdks (cyclin dependent kinases), que retardam ou detém a progressao
do ciclo celular (vias pontos de checagem) promovendo, assim a repara¢do ao DNA, ou em casos
de danos irreparaveis, levando a morte celular (ZHIVOTOVSKY, ORRENIUS, 2010).

As ciclinas sdo proteinas de 56kDa e sdo subunidades reguladoras das Cdks que
controlam a progressdo através dos pontos de checagem do ciclo celular por fosforilacdo e
desfosforilagdo dos substratos alvos (GOLIAS et al., 2004). Hoje, pelo menos oito tipos de
ciclinas (ciclina A-H) e nove variantes diferentes de CDK (CDK1-9) séo descritas. Com base
numa grande quantidade de dados, é sabido que, principalmente, as ciclinas A-E e as CDKs
1,2,4,6 afetam diretamente o ciclo celular (BEHL, ZIEGLER, 2014). O complexo ciclina-cdk
regula atividade de maltiplas proteinas envolvidas na replicagdo do DNA e mitose fosforilando-
as em sitios especificos, ativando algumas e inibindo outras para coordenar os eventos do ciclo
celular (GOLIAS et al., 2004; REIS et al., 2005).

Durante o ciclo celular, existem trés pontos de checagem. O primeiro ocorre na fase final
G1/S quando a célula deve iniciar ou ndo a duplicacdo do DNA. O segundo na fase G2/M onde
0s eventos iniciais de mitose devem ser encaminhados impedindo a mitose, caso a replicacdo do
DNA ndo esteja completa e o terceiro ocorre ja na fase M, quando as células estdo na
imininéncia de realizar transicdo entre metafase e anafase. Esses pontos de checagem servem
para assegurar que os danos ndo sejam repassados para as células filhas, ou caso ndo seja
possivel reparar a célula interrompe a divisdo e entra em apoptose (COOPER, 2000).

Uma metodologia para verificar em que fase do ciclo celular as células estdo, é baseada
na quantificagdo do DNA. Em G1, a célula diploide contém duas copias de cada cromossomo
(2n), com sua quantidade especifica de DNA. Na fase S, a quantidade de DNA passa de 2n para
4n. Células em G2/M apresentam uma quantidade de DNA 4n. Depois da etapa de citocinese, as
células retornam a ter 2n. Esta forma de quantificacdo vem sendo utilizada por diversos grupos
de pesquisa, utilizando a citometria de fluxo e marcadores fluorescentes para DNA, como por
exemplo, o iodeto de propidio (IP) (DA SILVA et al., 2010).

Outra abordagem simples para distinguir em que fase do ciclo as células se encontram é
através da medida de seu volume. Este método, apesar de ser muito trabalhoso e ndo muito

preciso, apresenta uma grande vantagem, pois permite a realizacdo de uma andlise com o
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minimo de interferéncia bioquimica, preservando ao maximo as condicdes fisiologicas da célula.
Sabemos que células que acabaram de se dividir possuem um menor volume (G0-G1), células
que passaram pelo crescimento em G1 e entraram em S apresentam seu volume maior (S) e
células prontas para se dividirem possuem seu volume maximo (DOROSHENKO et al., 2001;
HABELA, SONTHEIMER, 2007; DA SILVA et al., 2010).

3.7 Células-tronco

Células-tronco (CTs) sdo células progenitoras capazes de se diferenciar em células de
tecidos adultos especializados. Em relacdo as outras células do organismo, apresentam trés
caracteristicas peculiares: sdo células indiferenciadas que podem se multiplicar por longo
periodo mantendo-se indiferenciadas (tanto in vivo quanto in vitro), de forma que poucas células
sdo capazes de originar muitas populacBes semelhantes; e, diante de estimulos especificos,
possuem a capacidade de se diferenciar em células maduras e funcionais de um tecido particular
(LEMISKA, 2005; COVAS, 2006; HERBERTS et al., 2011; WEI et al., 2013).-Elas-possuem a
propriedade de divisdo assimétrica, na qual sdo geradas duas células filhas diferentes, uma delas
idéntica @ m&e e a outra comprometida com uma via de diferenciacdo na qual o microambiente
celular fornece os sinais que definem a direcéo da diferenciagdo (BYDLOWSKI et al., 2009). Ou
seja, originam células precursoras com capacidade restrita de diferenciacdo a um determinado
tecido, a0 mesmo tempo em que repdem a populacdo de células-tronco com a producdo de
células indiferenciadas (auto-renovacdo) (DEANS, MOSELEY 2000; KIM et al 2007). Sob
influéncia de sinais bioldgicos especificos, elas podem diferenciar-se em células especializadas,
as quais sdo fenotipicamente distintas de suas precursoras (KIM et al., 2007). Estes sinais
incluem, por exemplo, danos aos tecidos, tais como: trauma, fraturas, inflamagdo, necrose,
tumores (PALERMO et al., 2005).

Os primeiros estudos experimentais com células-tronco iniciaram ap0s exposicao de
populagdes civis a doses letais de radiacdo ionizante durante a Segunda Guerra Mundial em
1945. Desde entdo diversos outros estudos foram desenvolvidos, aumentando as perspectivas de
uso dos diferentes tipos celulares para fins terapéuticos (FODOR, 2003; WEISS, TROYER,
2006; TROUSON et al 2011).
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Ao longo dos anos, diversos 6rgdos e tecidos do corpo humano perdem progressivamente
sua capacidade de funcionamento, seja por causa de alguma doenca ou pelo processo normal de
envelhecimento. A maioria dos 6rgdos tem sua capacidade regenerativa limitada, com cicatrizes
que impedem o funcionamento do érgdo completo. Por exemplo, ap6s infarto do miocérdio,
frequentemente o miocéardio é substituido por tecido cicatrizado ndo contratil, o que pode resultar
em insuficiéncia cardiaca congestiva (FANAROW, 2000). Existe entdo uma alta demanda de
reposicdo de tecidos e oOrgdos, que hoje em dia é atendida por programas de transplante de
6rgdos. No entanto, por varias razdes, esses programas de transplante de 6rgaos atendem a uma
fragcdo ainda pequena dos pacientes, seja por escassez de doadores ou pela atual incapacidade de
transplante de certos 6rgdos ou tecidos, como dos tecidos muscular e nervoso. Além disso, 0s
transplantes de Orgaos existentes tém um alto custo, o que é de particular importancia para a
salde publica no Brasil, onde sdo pagos pelo Ministério da Salde (PEREIRA, 2008). Dentro
desse contexto, hd uma crescente necessidade por novas terapias tal como as CTs, que devido as
suas caracteristicas peculiares tém despertado grande interesse na comunidade cientifica. As CTs
podem ser induzidas em laboratério com o objetivo de formar tipos celulares especificos,
podendo ser utilizadas na regeneracao de tecidos, na chamada terapia celular (PEREIRA, 2008).
As CTs se apresentam como uma fonte altamente promissora no campo da medicina regenerativa
visando proporcionar tratamentos terapéuticos para doencas e/ou lesdes, que medicamentos
convencionais e até mesmo novas terapias com drogas bioldgicas ndo podem efetivamente ter
sucesso de cura (FODOR, 2003).

Embora as células-tronco sejam capazes de dar origem a células diferenciadas, existem
divergéncias relacionadas a sua plasticidade. Sob este aspecto, pode-se classifica-las de acordo
com seu potencial de desenvolvimento em totipotentes, pluripotentes, multipotentes e
onipotentes, conforme descri¢cdo abaixo (FUCHS, SEGRE, 2000, CHOUMERION et al., 2008;
KALRA et al., 2014).

a) Totipotentes - formadas nas primeiras horas apds a fecundagdo, apenas no estagio de zigoto.
Possuem capacidade de dar origem a todos os tecidos embrionarios e extra-embrionarios
necessarios para gerar um novo organismo. Apds 4-5 dias de fecundacédo, estas celulas séo
capazes de se especializar, formando o blastocisto, composto por uma camada celular delgada
externa, denominada de trofoblasto, e um grupo de células de localizacdo central denominada de

massa celular interna (MCI).
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b) Pluripotentes - s@o as células encontradas na MCI do blastocisto, com uma menor capacidade
de diferenciacdo quando comparadas as totipotentes. Podem se diferenciar em todos tecidos
humanos, exceto placenta e anexos embrionarios, sem capacidade de formar um organismo
completo. Estas células mantém a capacidade sob condic¢Ges definidas de gerar células das trés
camadas germinativas: ectoderma, mesoderma e endoderma, incluindo células fetais e adultas.

c¢) Multipotentes - Grupo de células que apresenta plasticidade mais restrita, tem um potencial de
diferenciacdo mais limitado e pode produzir multiplas linhagens celulares do tecido no qual
residem.

d) Unipotentes - sdo aquelas que se diferenciam em um apenas um tipo de célula (do tecido a que
pertencem).

Desta maneira, as CTs basicamente podem ser divididas em dois grupos no que diz
respeito ao seu local de origem: células-tronco embrionérias (CTES), encontradas nos embrides
em estagios iniciais, derivadas da massa celular interna do blastocisto embrionério; e células-
tronco adultas (CTAS), encontradas em diversos tecidos. Esta ultima tem o beneficio de poder
ser isolada do proprio paciente, além de ser mais segura quando aos riscos carcinogénicos
(CHOUMERION et al., 2008; DEL CARLO et al., 2009; WANG, QU, ZHAO et al., 2012).

As células tronco embrionarias (CTES) sdo definidas como células pluripotentes dotadas
de grande plasticidade, apresentam caracteristicas peculiares, como uma ilimitada capacidade de
proliferacdo in vitro sob estimulos, mantendo-se num estado indiferenciado, além da
possibilidade de se diferenciar em todos os tipos de células dos trés folhetos embrionérios:
ectoderma, mesoderma e endoderma (ODORICO et al., 2001).

As CTEs foram isoladas pela primeira vez por Evans & Kaufman (1981) a partir da MCI
de blastocistos murinos e cultivadas in vitro, e posteriormente em 1998, utilizando os
conhecimentos adquiridos a partir da cultura murina, James Thomson da University of
Wisconsin-Madison conseguiu isolar as primeiras CTE pluripotentes do interior da MCI de
blastocistos humanos, com posterior cultivo e estabelecimento de linhagens (THOMSON et al.,
1998).

No Brasil, a Lei de Biosseguranca n® 11.105 de 24 de marco de 2005, que autoriza 0 uso
de células-tronco de embrides humanos para a pesquisa e para terapias, foi declarada
constitucional pelo Supremo Tribunal Federal em 29 de maio de 2008, desde que os embribes

sejam inviaveis para a gestacdo ou estejam congelados a mais de trés anos. Apds validacdo da
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lei, em outubro de 2008, pesquisadores do Instituto de Biociéncias da USP em parceria com 0
Programa de Oncobiologia da UFRJ obtiveram a 1° linhagem de CTE, denominada BR-1
(FRAGA et al., 2011).

Um dos obstaculos ao uso eficaz e seguro de CTEs é a possibilidade de reacdes de
rejeicdo imunolégica e formacdo de tumores nos individuos receptores (MIMEAULT et al.,
2007). Testes indicam que se injetadas em seu estado nativo, podem formar teratomas, ou seja,
antes de utilizar estas células é necessario o controle rigoroso do processo de diferenciacdo para
que gere apenas o0s tecidos de interesse. Além disso, as CTEs tém sido um dos temas de maior
controvérsia discutidos na comunidade cientifica e religiosa (RINGE et al., 2002). Trabalhar com
essas celulas in vitro traz a necessidade de desestruturar a massa celular interna do blastocisto de
5-6 dias ap0s a fecundacdo, o que inviabiliza o desenvolvimento do organismo gerando questfes
éticas e religiosas quando se trata de embriGes humanos.

As CTAs sdo menos polémicas, porém tanto quanto promissoras, sao CT multipotentes
derivadas de tecidos humanos adultos que, provavelmente, possuem um potencial de
diferenciacdo mais amplo do que se suponha ha alguns anos atras, quando se acreditava que estas
celulas estavam restritas a se diferenciar somente naquelas do seu proprio tecido (RINGE et al.,
2002). Podem ser isoladas do préprio paciente, apresentando uma menor possibilidade de
rejeicdo e sdo responsivas aos fatores de crescimento inerentes ao hospedeiro. N&o incorre em
limitacGes morais, contornando as questdes de ambito religioso ainda tdo ligadas as pesquisas
com CTEs.

As CTAs participam da homeostase tecidual, gerando novas células em resposta ao
repovoamento celular fisioldgico ou a uma injuria (ODORICO et al., 2001). Nos ultimos anos,
diversas pesquisas tém demonstrado que algumas linhagens de CTs sdo capazes de originar
tecidos diferentes de sua formacdo embrionaria (PEREIRA, 2008). As fontes de células-tronco
adultas obtidas dos diferentes tipos de tecidos incluem: medula 6ssea (MINGUELL et al., 2001),
cérebro (UCHIDA et al., 2000), coragdo (MESSINA et al., 2004), tecido adiposo (ZUK et al.,
2002), pulmdes (KIM et al., 2005), pancreas (KRUSE et al., 2006), rins (AL-AWQATI,
OLIVER, 2002), figado (MATHEWS, YEOH, 2005), musculo esquelético (CHEN,
GOLDHAMER, 2003), decidua dos dentes (MIURA et al.,, 2003), foliculos de cabelos
(JAHODA et al., 2003), pele (JOHNSTON, 2004), sangue periférico (ZHAO et al, 2003),
testiculos (GUAN et al., 2006), sangue menstrual (MENG et al., 2007), fluido amniético (DE
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COPPI et al. 2007), sangue do corddo umbilical (KANG et al., 2006; LEE et al., 2004), tecido
do corddo umbilical, incluindo os vasos sanguineos e geléia de Wharton (SECCO et al., 2009),
placenta (YEN et al., 2005) e tecidos fetais (IN’T ANKER et al., 2003).

As CTAs se apresentam em estado quiescente ou de baixa proliferagéo,
predominantemente nas fases GO e G1 do ciclo celular, localizando-se em regifes especificas
(nichos celulares) para o seu desenvolvimento e manutencao dos seus atributos, particularmente
da sua capacidade de auto-renovacdo. Outra caracteristica marcante é sua capacidade de migrar
de seus nichos para sitios de diferentes tecidos, promovendo manutencgdo e regeneracdo (RINGE
et al., 2002). As CTAs ainda sdo divididas em duas linhagens: as células-tronco hematopoéticas
(CTHSs) e células tronco mesenquimais (CTMs) (ZHANG et al., 2012).

No organismo humano, muitas doencas resultam da perda de células especializadas
levando a disfuncdo de 6rgéos e sistemas. Desta forma, as CTAs presentes nos diversos tecidos
possuem um papel fisioldgico regenerativo durante estas lesGes ou injarias (FODOR, 2003). Por
muitos anos, a principal fonte de CTAs foi a medula 6ssea. As primeiras CTAs estudadas, e
consequentemente as mais bem caracterizadas sdo as CTHSs, provenientes da medula e sdo
células capazes de diferenciar-se nos constituintes mieldides e linféides do sangue e ha muito
vém sendo utilizadas com sucesso em transplantes para pacientes com faléncia medular ou
cancer. As CTHs destacam-se pelo potencial terapéutico para tratamento de doencas onco-
hematoldgicas (HIRAO, 2004). Mais tarde foi isolado outro tipo de CTAs, também isolada da
medula 6ssea, porém com propriedades diferentes das hematopoéticas: as CTMs ou células-
tronco estromais. Elas receberam esta denominacdo porque derivam do folheto embrionério
intermediario, 0 mesoderma, que é responsavel pela formacéo dos tecidos ésseo, cartilaginoso e
adiposo (SINGER, CALPLAN, 2011).

Atualmente, existe uma nova categoria de CTA que atinge o estagio de pluripoténcia
artificialmente e sdo ditas de células-tronco pluripotentes induzidas (iPS). As células iPS sdo
geneticamente modificadas e reprogramadas, que se originam de células somaticas, por meio de
mecanismos de transfeccdo celular, gerando exemplares similares as celulas embrionarias
(TAKAHASHI et al., 2007). Esta reprogramacéao nuclear é de grande interesse médico, porque
tem o potencial de gerar uma fonte de células especificas do proprio paciente (JAENISCH,
YOUNG, 2008). Esta descoberta envolve a reprogramacdo das células somaticas pela

incorporacdo de fatores transcripcionais que sdo altamente expressos pelas CTEs, como 0s
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fatores Oct3/4, Sox2, c-Myc e KIf4, por meio de transducdo retroviral (TAKAHASHI,
YAMANAKA, 2006).

Dentre as linhagens de CTAs estudadas até o presente momento, as CTMs apresentam
maior plasticidade, originando tecidos mesodermais e n&o mesodermais (da SILVA
MEIRELLES, CHAGASTELLES, NARDI , 2006). Estas células podem ser transplantadas para
os sitios lesionais logo apds a ocorréncia da lesdo tecidual e podem ser aplicadas na forma
indiferenciada, recebendo o estimulo do meio para posterior diferenciacdo, ou sofrer
diferenciagdo em cultura antes da implantagéo (DEL CARLO et al., 2009).

3.7.1 Células-tronco mesenquimais

Sua capacidade de se diferenciar em células de linhagens mesodérmica, ectodérmica e
endodermica as caracteriza como células pluripotentes (FARRINGTON-ROCK et al., 2004),
sugerindo que o termo “mesenquimal” pode ser inapropriado para descrever este tipo particular
de CT. No entanto, os mecanismos de plasticidade ndo sdo totalmente compreendidos. A exata
natureza e localizagdo de CTMs in vivo permanece ainda desconhecida, crescendo evidéncias
que indicam sua relacdo com pericitos, também chamados de células periendoteliais
(FARRINGTON-ROCK et al., 2004). Tais caracteristicas de plasticidade sugerem que esse tipo
celular é o responsavel pela renovacdo e manutencdo de todos os tecidos do organismo
(CALPLAN, 2009). Elas tornaram-se foco de inimeras pesquisas em todo o mundo por fornecer
perspectivas clinicas promissoras para a terapia celular.

As CTMs derivadas de medula éssea foram primeiramente descritas por Friedenstein e
colaboradores (1976) como células morfologicamente semelhantes a fibroblastos, com alta
aderéncia a superficie plastica, isolada por densidade de Percoll, reativa para os SH2 e SH3. Pela
primeira vez foi demonstrada a capacidade de diferenciacdo osteogénica dessas células. Ele
descreveu uma populacao de células como estromais multipotentes, fusiformes e clonogénicas in
vitro sob a designacdo de unidades formadoras de col6nias de fibroblastos (CFU-F colony
forming unit fibroblast). Mais tarde, elas foram chamadas de células-tronco estromais da medula
0ssea ou células progenitoras mesenquimais (RINGE et al., 2002), também conhecidas como
células-tronco esqueléticas (BYDLOWSKI et al., 2009). Em 2005, a Sociedade internacional
para terapia celular (ISCT — International Society for Cellular Therapy) propds uma nova
nomenclatura para designar a populagdo de células: células mesenquimais estromais

multipotentes. A ISCT prop0s ainda que o termo CTM seja para aquelas que indubitavelmente
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preencham as caracteristicas de células-tronco e ressalta que essas células compGem uma
subpopulacdo das células aderentes ao plastico. A sigla CTM (MSC — Mesenchymal Stem Cell)
pode ser utilizada para estas situacfes, mas devem ser devidamente identificadas (HORWITZ et
al., 2005). Atualmente, o termo células-tronco mesenquimais (CTMs), que foi popularizado por
CAPLAN, tornou-se o mais comum (PAYUSHINA et al., 2006).

A medula éssea constitui um dos principais sitios doadores dessas células, assim como de
células-tronco hematopoéticas e endoteliais (MINGUELL et al., 2000), sendo ainda considerada
uma fonte principal de CTM para a grande maioria dos estudos experimentais e clinicos
(HORWITZ et al., 2005). Além da medula éssea, as CTMs sdo encontradas em varios outros
tecidos adultos tais como: sangue periférico (ZVAIFLER et al., 2000), tecido adiposo (NARDI,
da SILVA MEIRELLES, 2006; ZUK et al., 2002), ligamento periodontal (SEO et al., 2004),
membrana sinovial (DE BARI et al., 2001), sangue do corddo umbilical (LEE et al., 2004), pele
(TOMA et al., 2001), liquido sinovial (JONES et al., 2004), polpa dentéria (SETHE, SCUTT,
STOLZING, 2006), musculo e cérebro (JIANG et al., 2002) e também nos tecidos fetais
(liguido amnidtico, placenta, figado, baco, timo, pulmdo) (DE COPPI et al., 2007,
BYDLOWSKI et al., 2009). As células isoladas de diferentes compartimentos celulares
demonstram algumas diferencgas na expressao de certas moléculas de superficie, no potencial de
diferenciacdo e proliferacdo, embora suas propriedades, em geral, sejam semelhantes
(PAYUSHINA et al., 2006).

Quanto a imunofenotipagem, as CTMs apresentam poucos marcadores imunofenotipicos
especificos (NARDI, da SILVA MEIRELLES, et al., 2006), sendo sua caracterizacao
estabelecida pela identificacdo de um perfil de marcadores especificos e ndo especificos.

Critérios minimos para definir CTMs foram sugeridos e publicados por Domici e
colaboradores (2006). Estes critérios incluem:

v' expressdo positiva de CD105 (SH2), CD73 (SH3), CD44 e CD90 e expressao negativa de

CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e moléculas de superficie HLA-DR;

v" aderéncia ao plastico sob condi¢des padrdes de cultura;
v sob estimulo especifico, as células sejam competentes in vitro para se diferenciar em
osteoblastos, condroblastos e adipdcitos.

A populacdo de MSC isoladas da medula éssea de humanos e camundongos expressa em

sua superficie marcadores moleculares, tais como: CD44 (receptor de hialuronato), CD105
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(endoglina: marcador angiogénico), CD106 (VCAM-1: molécula de adesdo vascular), CD166
(ALCAM: moléculas de adesao de leucocitos ativados), CD29 (integrinas VLA-B), CD73 (SH3 e
SH4), CD90 (Thy-1), CD29, CD71e STRO-1 (estroma de suporte da hematopoese) e SCA-1
(KOLF et al., 2007). O marcador STRO-1 é o melhor marcador para se investigar quando se
deseja pesquisar a presenca de MSC. Entretanto, esse marcador ndo é exclusivo de CTMs e sua
expressao € gradativamente perdida durante a expansdo em culturas (KOLF et al., 2007).
Paralelamente, existe um consenso na literatura de que as MSC ndo possuem marcadores tipicos
de linhagens hematopoéticas e endoteliais, como, por exemplo: CD11b (marcador de célula
imune — integrina Mac-1), CD14 (receptor de lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1:
molécula de adesdo plaquetaria), CD33 (receptor transmembrana de células miel6ides), CD34 (
receptor de células endoteliais), CD133 e CD45 (presentes em todas as células hematopoéticas),
nem CD80, CD86 e CD40 (moléculas co-estimulatérias); e CD18 e CD56 (moléculas de
adesdo). A auséncia dos antigenos CD14, CD34 e CD45 na superficie dessas células
mesenquimais permite distingui-las das precursoras hematopoéticas (KOLF et al., 2007). Existe
uma variacdo na expressdo desses marcadores de acordo com o tipo de tecido, método de
isolamento e cultura das células e com espécie de origem celular (BYDLOWSKI et al 2009).

Como citado acima, as CTMs podem ser extraidas de diversos 6rgdos, expandidas em
cultura como uma populacdo aderente de células e induzidas a diferenciar em mdltiplos tipos
celulares (SALEM, THIERMERMANN, 2010).

Quando submetidas a diferentes estimulos, exibem uma ampla capacidade de se
diferenciar em varios tipos celulares (FIGURA 13) incluindo condrécitos, adipdcitos, ostedcitos
(PURPURA et al., 2004), miécitos (POUNTOS, GIANNOUDIS, 2005). Além desses, também
tem sido demonstrada sua capacidade de se diferenciar em cardiomidcitos, neurdnios, astrdcitos
(NARDI, da SILVA MEIRELLES, 2006) bem como em células endoteliais (KESTENDJIEVA
et al., 2008), células produtoras de insulina (WU et al., 2009), hepatécitos (LEE et al., 2004) e
células germinativas (HUANG et al., 2010).
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FIGURA 13. Potencial de diferenciacdo das CTMs.
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Fonte: FU- JIANG, SHI-QING, 2009. Podem se replicar ao longo das vias de diferentes linhagens para
produzir fenétipos altamente especializados (0ssos, neurdnios e outros tecidos conjuntivos).

As CTMs podem ser usadas na regeneracdo tecidual, engenharia genética e terapia celular
gracas ao potencial proliferativo e seu potencial de diferenciacdo em madltiplas linhagens
celulares. Essas células podem migrar para tecidos lesionados, inflamacéo e tumores, fato que as
tornam altamente promissoras para uso na medicina regenerativa e também serve como eficiente
veiculo de entrega de drogas na terapia tecido-especifica. Entretanto, aplicagdes clinicas das
CTMs permanecem ainda questionadas (CAN, KARAHUSEYINOGLU, 2007). As CTMs séo
excelentes candidatas para a terapia celular devido a facilidade de obtencéo, isolamento integro e
expansdo celular em escala clinica em curto intervalo de tempo (COLTER et al., 2000), podendo
ser biopreservadas com perda minima de potencialidade e armazenado para uso posterior.

Os ensaios clinicos humanos com CTMs até agora ndo apresentaram reacdes adversas a
transplantes alogénicos versus autdlogos, aumentando a criacdo de um inventario de doadores de

CTMs. Transplante com essas células tem sido amplamente testado em ensaios clinicos de
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desordens cardiovasculares (CHEN et al., 2004), neuroldgicas (LEE et al. 2008) e imunoldgicas
(RINGDEN et al. 2006), com resultados encorajadores.

O numero de ensaios clinicos utilizando as CTMs tem aumentado desde 2004 (FIGURA
14). Embora o uso de CTMs em ensaios clinicos tenha avangado com grande entusiasmo em
muitos paises, inumeras questdes cientificas ainda precisam ser resolvidas antes do
estabelecimento de padrdes clinicos e regulamentacdes governamentais. Com o avango dos
estudos pre-clinicos, por exemplo, CTMs foram aplicadas com sucesso para reverter doenca
enxerto versus hospedeiro em pacientes que receberam transplantes de medula &ssea,
especialmente em pacientes diagnosticados com resisténcia severa a terapia esteroide tradicional
(WU et al., 2011). Similarmente, em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico e Doenca de
Crohn’s, 0 transplante de CTMs tanto autélogo quanto alogénico foram capazes de suprimir a
inflamacdo e reduzir danos nos rins e intestino atraveés da possivel inducdo de células T
reguladoras nestes pacientes (LE BLANC et al., 2008).

FIGURA 14. Namero do registro de ensaios clinicos baseados na terapia celular com CTMs
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Fonte: WEI, 2013 (ClinicalTrials.gov).
Um dos problemas quanto ao seu uso em abordagens terapéuticas decorre do fato de que

sua expansao pode levar a perda de multipotencialidade e de senescéncia (perda da capacidade

proliferativa apds um determinado ndmero de divisGes celulares). No entanto, fatores de
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crescimento tém o potencial de melhorar a manutencdo dessas células in vitro (YANG et al.,
2007). Embora essas células manifestem um tempo finito de vida em cultura in vitro e
aproximam-se da senescéncia muito mais rapidamente que as CTEs, técnicas atuais para a
manutencdo do fendtipo indiferenciado dessas células permitem que elas cresgcam em ndmero
suficiente para aplicagdo clinica. Podem ser expandidas por mais de 40 gera¢fes mantendo a
capacidade multipotente, embora reduzam as taxas de mitose e haja uma grande probabilidade de
acumulo de mutacgdes, tornando desaconselhavel seu uso clinico, nestas condi¢des (DEANS,
MOSELEY, 2000).

Estudos de ciclo celular revelam que, enquanto uma pequena fracdo das CTMs esta
ativamente engajada na proliferacdo (aproximadamente 10% se encontram nas fases S e G2/M),
a maioria das células se encontra na fase GO/G1 do ciclo celular, o que sugere uma alta
competéncia destas células em se diferenciar (MINGUELL, et al. 2000). Outro motivo para as
CTMs se tornarem foco da atencdo terapéutica é devido ao seu potencial imunomodulatorio
(SALEM, THIERMERMANN, 2010), embora 0s mecanismos de imunossupressdo sobre a
resposta inflamatoria e sobre os mecanismos de rejeicdo ao transplante ndo estejam totalmente
esclarecidos. Mediante contato direto das CTMs com um tecido (alogénico ou aut6logo) ou
mediante interacdo paracrina com o interferon gama (INF-y) produzido por células imunes no
organismo, as CTMs desencadeiam a liberacdo de diversos fatores solGveis que atuardo sobre as
células do sistema imunoldgico (linfocitos e células dendriticas apresentadoras de antigeno —
APC). Dentre esses fatores, estdo as prostaglandinas, interleucinas e fatores de crescimento.

Além dos efeitos imunossupressores, as CTMs expressam pequenas quantidades de
complexo de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis negligenciaveis de MHC-II /ou
ndo expressdo em sua superficie (CALPLAN et al, 2009). Durante o processo de selecéo clonal
(positiva e negativa) realizado pelas células de defesa do organismo (reconhecimento do préprio
e nao proprio) utiliza-se 0 MHC. Dessa forma, essas células seriam toleradas pelo organismo
receptor. Dessa forma, as CTMs interagem com as células residentes (nicho) e podem induzi-las,
por mecanismo paracrino, a se diferenciar em linhagens celulares distintos de acordo com essa
sinalizacdo (TAKAHASHI et al., 2007). Em seres humanos, os potenciais terapéuticos das
CTMs contornam as questbes éticas, morais e legais associadas ao uso das células-tronco

embrionarias.
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3.7.1.1 Células-tronco do cordao umbilical humano

Em anos recentes, pesquisas médicas tém focado no uso de células tronco na terapia
celular para amenizar um grande numero de doencas. Em particular, recentes esforcos tém se
voltado para o corddo umbilical humano (hCU) como uma fonte alternativa de células tronco
estromais CTMs (ANTONINUS et al., 2012; YANG et al., 2014; DING et al., 2015; WATSON
etal., 2015).

O hUC é um tecido extra-embrionario que funciona como suplemento alimentar para o
feto durante a vida intrauterina, sendo formado no inicio da gestacdo e envolve o saco vitelino
que é uma fonte embrionéaria para dois diferentes tipos de populacGes de CTMs. Contém tanto
células mesenquimais (somaticas ndo restritas) e células da géleia de Wharton. As CTMs podem
ser isoladas do hCU: camada subendoteial, zona perivascular e geléia de Wharton (WJ — matriz
gelatinosa no corddo umbilical que fornece isolamento e protecdo a veias e artérias e contém
células estromais tipo fibroblastos, fibras de colageno e matriz proteoglicana) (WANG et al.
2004) (FIGURA 15).

Diferentes ensaios demonstraram que as CTMs encontradas nessas regidoes s&o
multipotentes e podem se diferenciar em diversas linhagens, tais como: adipogénicas,
osteogénicas, condrogénicas, neurogénica, miogénica, pancreatica e hepatogénica com meio
condicionado, indicando assim sua multipotencialidade (MITCHELL et al., 2003; WANG et al.,
2004; KARAHUSEYINOGLU et al., 2007; YANG et al 2014).

As células-tronco mesenquimais obtidas do corddo umbilical apresentam diversas
vantagens quando comparadas as células-tronco de outros tecidos. Primeiramente, o corddo
umbilical, usualmente é desprezado como descarte bioldgico apds o parto, apresenta alta
disponibilidade e poucas preocupacdes éticas (KESTENDJIEVA et al., 2008). Segundo, hUC
exibem baixa imunogenicidade, porque estas CTMs perderam o complexo MHCII e outras
moléculas co-estimuladoras em sua superficie, assim ndo apresentam resposta imune no tecido
hospedeiro. Estudos em laboratérios mostraram que o transplante alogénico de células hUC em
animais ndo imunossuprimidos ndo produziram rejeicdo (TROYER, WEISS, 2008). Terceiro,
hUC apresenta uma maior capacidade proliferativa, evidenciada pela maior frequéncia de
unidades formadoras de col6nias (CFU) e menor tempo de duplicagdo quando comparadas a
outras células (CONCONI et al., 2011).
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FIGURA 15. Perfil do corddo umbilical mostrando a géleia de Wharton.

Regiao Perivascular

Artérias

Fonte: HOLLWECK, HAGL, EISSNER. 2012. llustracdo de uma secgdo transversal do corddo
umbilical humano. As duas artérias e uma Unica veia rodeadas por geléia de Wharton’s (rosa), contendo
células-tronco mesenquimais na regido perivascular e intravascular.

Estudos recentes tém demonstrado que as CTMs da géleia de Wharton do hUC séo
capazes de expressar diversas caracteristicas de células-tronco. Apresentam propriedades
interessantes tais como: método de isolamento ndo invasivo, indolor, que pode fornecer um
grande numero de células sem risco para o doador, sua populacéo de célula pode ser expandida
facilmente, estocada criogenicamene, descongeladas, manipuladas geneticamente e diferenciadas
in vitro (WANG et al., 2004), além de contornar as questdes éticas envolvidas com as CTEs e
ndo causa danos para mde nem para o recém-nascido (WEISS, TROYER, 2006).

A geleia de Wharton do corddo umbilical tem sido identificada como uma das principais
fontes de CTMs (WANG et al., 2004; KARAHUSEYINOGLU et al, 2007). Tem sido relatado
que estas células derivadas do corddo umbilical humano sdo diferentes das CTHs e expressam
marcadores de superficie tais como CD73, CD90 e CD105 (WEISS, TROYER, 2006).
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Diversos estudos tém demonstrado propriedades bioldgicas superiores tais como: maior
capacidade proliferativa, vida atil e potencial de diferenciacdo de CTMs de tecidos neonatais
sobreposto a CTM de medula dssea, por exemplo (HASS et al., 2011; ANTONINUS et al.,
2012).

Diante disso, esta pesquisa teve como modelo celular as CTMs de hUC humano para o

estudo de canais i6nicos no processo de proliferacéo e regulacdo do volume célular.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta do corddo umbilical humano

As células-tronco mesenguimais foram isoladas (de acordo com um protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE) (proc. n® 49503715.0.0000.5208) de
corddo umbilical humano de partos ceséareos ocorridos no Hospital De Avila, no qual as maes
doadoras assinam um termo de consentimento livre e esclarecido. Os cordbes foram
transportados no gelo ao laboratério em um recipiente estéril contendo solucéo salina em EDTA
(2mM) antibidticos — penicilina (150 U/ml) e estreptomicina (150 pg/mL) e anfotericina (5
pg/ml) sendo processados em até 6hs ap6s o parto.

4.2 Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

Para isolar as células, os corddes foram lavados e as veias perfundidas com solucgéo salina
tampdo fosfato (PBS) fresca. Entdo, os corddes sdo cortados em pequenos pedacos
longitudinalmente (aproximadamente 2 cm de comprimento) removendo veias e artérias, que
foram descartadas e o tecido gelatinoso contendo a geléia de Wharton foi entdo fragmentado e
transferido para garrafas de cultura estéreis (75 cm?) contendo DMEM- low glicose (Gibco)
suplementado com 15 % soro fetal bovino (FBS; LGC Biotecnologia), 20% de fator de
nutrientes Ham's F-12 — (Gibco) e os antibioticos penicilina e estreptomicina (100 U/ml e 100
pg/ml, respectivamente; Gibco) sendo mantidos em condi¢cdes favoraveis de cultura
(armazenadas em estufa 37 °C, 80 % umidade e a 5 % de CO;). O método de isolamento das
hWJ-MSCs foi realizado sem tratamento enzimatico, baseado na migracdo espontanea das
células do tecido e sua propriedade de aderéncia ao plastico (FIGURA 16).
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Figura 16. Esquema mostrando sequéncia de procedimento desde a coleta do corddo umbilical até o

acompanhamento da expansao das células — tronco mesenquimais.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Identificagdo das celulas-tronco mesenquimais

A caracterizacdo das células foi baseada nas caracteristicas conhecidas de CTMs tais
como: habilidade de aderéncia ao plastico, morfologia (aspecto fibroblastoide),

imunofenotipagem e capacidade de diferenciagdo (osteogénica, adipogénica e condrogénica).

Citometria de fluxo - Células (1x10° cels/mL) na terceira passagem (P3) foram caracterizadas
por citometria de fluxo através da analise de expressdo de moléculas de superficie celular
utilizando citdmetro de fluxo (FACSCalibur with CellQuest software; BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) no Centro de Pesquisa Ageu Magalhdes) (FIGURA 18). As células foram incubadas

com os anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia CD90 (eBioscience, San Jose, CA,
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USA), CD44 e CD29 (Southern Biotech, Alabama, USA), CD45, CD34 e CD31 (FK Biotec, RS,
Brasil) (1/2000 diluicdo) por 1h a 4°C de acordo com as recomendacGes do fabricante. Foram
usados os seguintes fluorocromos: isotiocianato (FITC) e ficoeritina (PE) combinados aos
anticorpos positivos e negativos, respectivamente. Os experimentos foram realizados em
triplicata com 10.000 eventos por amostra testada e os resultados analisados através do FlowJo
software (versdo 7.6.1, c, Ashland, OR, USA) baseado no percentual médio de células positivas

e desvio padréo dos trés experimentos.

Figura 18. Citdometro FACSCalibur

Potencial de diferenciacéo in vitro

Foram realizados ensaios para diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogeénica,
utilizando protocolos especificos para cada caso.

Diferenciacdo osteogénica — Células (P3) foram cultivadas em meio enriquecido
osteogénico DMEM-LG suplementado com 10 mM B-glicerolfosfato (Fluka-Sigma-Aldrich,
MO, USA), 100nM dexametasona (Medley S/A, SP, Brazil), e 200 puM &cido ascoérbico
(LAFEPE, PE, Brazil) foram mantidas em cultura por trés semanas com troca de meio 2 vezes
por semana. No 21° dia foram coradas com Alizarin Red para observagdo da deposicéo de calcio.

Diferenciacdo adipogénica - Células (P3) foram cultivadas em meio enriquecido
adipogénico DMEM-LG suplementado com 10% FBS, 100 nM dexametasona, 0.5 mM 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) (IBMX), 0.2 mM indometacina e 10 ug/ml de insulina durante
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14 dias, com troca de meio 2 vezes por semana. O fenotipo adipogénica das culturas foi
confirmado pela presenca de goticulas de gordura, apos fixacdo das células em paraformaldeido
(4%) e coradas com Oil Red-O (30 min).

Diferenciac@o condrogénica - Células (P3) cultivadas em meio de inducao condrogénica
DMEM suplementado com 15% FBS, 1% ITS Premix (insulina, transferrina e &cido selenoso)
(BD), 100 nM dexametasona, 2 mM piruvato (SIGMA) e 10 ng/ml fator de crescimento de
transformacdo beta 1 (TGFP1) durante trés semanas. Apos 0s 21 dias células fixadas em
paraformaldeido (4%) e coradas com Alcian blue para visualizacdo de matriz extracelular

constituinte de cartilagem deixando as células com coloracéo azul.

4.4 Ensaios de proliferacdo celular

Células hWJ-MSCs (P3) foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos (5x10°
células/poco) em volume de 500 ul de meio Low DMEM (Gibco) suplementado com soro fetal
bovino (SFB, LGC Biotecnologia), fator de crescimento (F12, Gibco) e antibioticos (penicilina e
estreptomicina) por 24h. Em seguida, as células foram incubadas sem (controle) e com inibidores
de canais de potassio (TEA, 4-AP, IBTX) ou cloreto (NPPB, DIDS, Gb e TAM). A contagem
das células (duplicata) ocorreu durante 4 dias consecutivos, em camara de Neubauer. A
viabilidade celular foi determinada através da técnica de exclusdo do Tripan blue (0,4%). No grupo
teste, as células foram submetidas aos inibidores de canais i6nicos nas seguintes concentragdes:
TEA (10 Mm); 4-AP (5 mM); IBTX (10 nM); NPPB, DIDS e Gb (100 uM) e TAM (10 uM).

As placas foram acomodadas em incubadora a 37°C em 5 % de CO, e 80 % de umidade e 0s
dados foram plotados no Origin (OriginLab.VV8.1) para confeccdo da curva de crescimento

celular.

4.5 Ensaio de Viabilidade Celular

A andlise da viabilidade celular foi baseada na atividade mitocondrial das células através
da técnica colorimétrica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
(MOSMANN, 1983). Este método foi usado para analisar o efeito dos diferentes inibidores de
canais de cloreto (NPPB 100 uM, DIDS 100 uM e TAM 10 puM) na proliferacdo das células
(hWJ-MSCs).
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Com o ensaio do MTT, o efeito dos bloqueadores de canais de cloreto sobre a proliferacéo
celular foi avaliado por comparacdo entre a viabilidade celulare entre os grupos controle e
experimental. Células (P3) (1 x 10* céls/ml) foram semeadas em placa de 96 pocos e incubadas
por 24h a 37 °C em 5 % de CO,. Apo6s incubacdo, os inibidores de canais iénicos foram
adicionados em cada pogo (grupo teste). Como controle negativo foi usado apenas meio DMEM
(sem células e inibidores). Apos 72h de incubacdo, 20 ul do corante MTT (5 mg/ml) foi
adicionado em cada poco e incubados por 4h (37 °C, 5 % CO;). Em seguida, o meio foi
completamente removido, e 100ul de DMSO foi adicionado para dissolver os cristais de
formazan. A leitura foi realizada (triplicata) no leitor automético de placa (Varioskan Flash,

Thermo Scientific), no comprimento de onda de 595 nm.

4.6 Experimentos para andlise do RVD
4.6.1 Solugdes

Para os experimentos com células - tronco mesenquimais foi utilizada como Solugédo 1 a
solucdo tampao de Ringer, contendo, em mMol/L: 130 NaCl, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 2.8 KCI, e 10
Hepes, com pH ajustado para 7,4 com tris—-OH e osmolaridade ajustada para 300 mOsm com
manitol (Osmodmetro Fiske, Mark3®). A Solucdo 2 era uma diluicdo 1: 2 (v/v) da Solucéo 1
com agua destilada, e osmolaridade consequentemente reduzida para 200 mOsm
(DOROSHENKO et al., 2005; DA SILVA et al., 2010).

Os inibidores tetraetilaménio (TEA, 10 mM) (um cléassico bloqueador de canais de
potassio dependentes de voltagem — Ky ); Glibenclamide (GB, 100 uM) (um classico bloqueador
de canais de potéssio dependente de ATP e também conhecido como bloqueador de canais
CFTR); 4-aminopyridine (4-AP, 5 mM) (um bloqueador relativamente seletivo de membros do
Kvl (Shaker, KCNA), familia dos canais de potassio dependentes de voltagem), Iberotoxina
(IBTX, 10nM) (blogueador de canais de potassio dependentes de Ca?*), Acido 5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino) benzoico) (NPPB, 100 puM), &cido disulfénico di-isocianatoestilbeno (DIDS,
100 uM) e Tamoxifeno (TAM, 10uM) conhecidos bloqueadores de canais de cloreto foram
utilizados como ferramentas moleculares. A adicdo dos inibidores nessas concentracfes nao
alteraram a osmolaridade final da solug&o. Os inibidores foram preparados com DMSO (dimetil

sulfoxido), e as concentragdes finais de DMSO foram menores que 0,1%. A osmolaridade das
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solucBes foi mensurada com um osmdmetro (Fiske® Mark3, Fiske Associates, Massachusetts,
USA).

4.6.2 Analise morfométrica do volume celular - RVD

Os experimentos de RVD foram realizados usando um sistema de video imagem que
consiste de uma camara de video CCD (Moticam 2000®) acoplada a um microscopio invertido
(Leica DMIL®) conectada a placa de captura de um computador. Apos 48h de expansdo em
placas de cultura, até obtencdo de 80 % de confluéncia, as células (P3) foram removidas por
tripsinizagdo e ressuspendidas em meio DMEM e mantidas a 25 °C. O indice de viabilidade
considerado foi de > a 85 %. As células foram colocadas em uma camara de acrilico com fundo
de vidro mantida na mesa do microscopio, com volume igual a aproximadamente 2,0 mL. As
celulas permaneceram em meio de cultura na cAmara até aderirem ao fundo (15-20 min), e, em
seguida, através de um sistema de perfusdo gravitacional simples, que permite a troca rapida da
solucdo que banha as células com uma velocidade de aproximadamente 1,5 mL/min. O meio foi
entdo trocado pela Solucédo 1 para retirar as células que ndo aderiram a camara.

As 5 primeiras imagens foram obtidas com as células expostas a essa Solucdo 1
(isotdnica), e em seguida ocorreu novamente a troca de solucéo por perfuséo, para uma Solugéo
2 (hipoténica). As imagens foram gravadas a cada minuto durante um intervalo de 30-40 min
utilizando o software da prépria Moticam®. As imagens das células antes e depois ao choque
hipoosmético foram analisadas posteriormente através do software ImageJ para medir a area de
seccdo transversal das células unitérias, assumindo que as células possuem uma geometria
esférica. Os experimentos foram realizados na auséncia (controle) e presenca de inibidores de
canais idnicos (grupo teste). Os inibidores foram acrescentados a solucdo hipoosmotica antes da
perfuséo.

O volume celular foi calculado a partir dos diametros das células pela equacao:

vzgs@

Onde S é a area (um?).
Também foi analisado o nivel de RVD (%) = (VOlmax - VOImin)/ (V0lnax -Volg) x 100%,

onde Vy € 0 volume celular na condicdo istotonica antes do choque hipoosmético, Vol € 0 pico
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do volume encontrado na solucéo hipotdnica e Volnin € 0 volume de retorno atingido. A mudanca
de volume relativo (Vol/Volp) foi calculada a partir da area de superficie da seccao transversal
das células. Os valores medios de v, foram indicados em porcentagem, sendo 100% igual a

média nos 5 primeiros minutos de gravacao.

4.7 Analise do ciclo celular

A proporcdo de células nas fases GO/G1, S e G2/M foi obtida por analise do contéudo de
DNA das células baseado na intensidade de fluorescéncia (marcacdo com iodeto de propidio).
Apbs expansdo em garrafas de cultura de 25 cm? as células foram incubadas em meio sem
(controle) ou com inibidores de canais iénicos por 48 h. Apds incubacdo, as células foram
tripsinizadas, coletadas, lavadas com solucdo salina (PBS) e fixadas em etanol (70 %) em baixa
temperatura (-20 °C) no intervalo minimo de 60min. Antes da andlise, células foram lavadas (2x)
em PBS, centrifugadas e ressuspendidas em PBS (~1 x 10° cel/ml). Em seguida, as células foram
incubadas com iodeto de propidio (50 pg/mL) e RNase (20 pg/mL), protegidas da luz por 30
minutos. A quantificacdo do contetdo do DNA foi determinada através do citdmetro BD Accuri
C6 (Bioscience). Para cada amostra, 10.000 eventos foram analisados. Os experimentos foram
realizados pelo menos em triplicata. A frequéncia de distribuicdo (histograma) foi obtida e a
porcentagem de células em cada fase quantificada através do software FlowJo (V 7.6.1 Tree

Star’s Inc, Ashland, UK) do proprio citbmetro.
4.8 Extragdo de RNA e gRT-PCR

A extracdo do RNA total de hWJ-MSCs (P2) foi realizada usando o mini kit RNAeasy
seguindo as instrugdes do fabricante (QIAGEN, SP, Brazil). A RT (transcriptase reversa) usou o
SuperScript (RT) (Invitrogen, Carlsbad, CA). A PCR seguiu o seguinte protocolo: 50° C, 2 min;
95° C, 2 min; 40-45 ciclos de 95° C por 15 seg e 60° C por 30 seg. A expressao do gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usada como controle interno. Os niveis de expressdo de
RNAmM dos genes que codificam os canais ibnicos nas hWJ-MSCs foram mensurados por PCR

guantitativa em tempo real (QRT-PCR).
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4.9 Patch clamp - Registros eletrofisiol6gicos

Os registros eletrofisioldgicos foram realizados nas células-tronco mesenquimais de
corddo umbilical humano na 22 passagem. As células cultivadas em placas de petri foram
tratadas com Tripsina + EDTA 0,25% para remové-las, logo apds, a tripsina foi inativada com
meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram, entdo, centrifugadas e
ressuspendidas em meio DMEM. Cerca de ImL do meio, contendo células, foi adicionado em
uma camara de registro, montada na platina de um microscopio invertido. Esperou-se um tempo
médio de 15-20 minutos para que as células pudessem aderir ao fundo da placa. As correntes
ibnicas atraves da membrana celular foram registradas, como descritos por Hamil (1981),
utilizando um amplificador EPC8 — HEKA Elektronik, Lambrecht, Germany) e analisados com
uma interface 1TC-18, e um computador pessoal executando o software PatchMaster Lock-in
(HEKA Elektronik, Lambrecht, Alemanha). Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as
configuragdes ‘whole-cell voltage clamp’. Neste método, o contato da ponta da micropipeta com
a célula foi realizado com um micromanipulador (MX3-Narishige). As micropipetas foram
confeccionadas com capilares (vidro/borosilicato) usando-se um puxador (Micropuller PP-830,
Narishige, Tokyo, Japdo). Nos experimentos, foram usadas somente pipetas com resisténcia
entre 3-5 MQ. A capacitancia celular foi obtida com compensagdo eletrdnica e o transiente
capacitivo também foi compensado eletronicamente. Todos o0s experimentos foram executados
em temperatura ambiente (22-25°C). A solucdo da micropipeta (em mM) foi: 30 KCI; 110
Aspartate-K; 1 Tris; 5 MgCl,; 4 ATP-Na2; 2 CaCl,; 5 EGTA; 0.1 GTP-Nay, pH 7.2 com Tris-
OH (285 mOsm/L), enquanto que a solucéo externa (em mM) foi: 130 NaCl; 2.8 KCI, 2 CaCl, 2
MgCl, 10 HEPES com pH ajustado para 7.4 usando Tris-OH e osmolaridade ajustada em

300mOsm/L com manitol.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média *+ desvio padrdo quando apropriados analisados
usando o teste t Sudent’s ou ANOVA seguido pelo teste de Tukey ou Bonferroni conforme
hipdtese a ser testada, parametro a ser analisado e distribuicdo dos dados. Todas 0s experimentos
foram repetidos pelo menos trés vezes. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo. As analises foram realizadas usando software Origin 8.0.
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5. RESULTADOS
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Role of chloride channel in regulatory volume decrease and proliferation of mesenchymal

stem cells derived from Wharton’s jelly human umbilical cord
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Abstract
Cell volume regulation is one of the most fundamental homeostatic mechanisms and essential for

normal cellular function and has receives increasing attention because it is relevant in cell
proliferation. A key component of the cells response to volume changes is the activation of ion
channels. Furthermore, there are growing numbers of observations that show that progression
through the cell cycle is linked to ion permeability of the plasma membrane and that the ion
transport across the cell membrane participates in regulation of cell volume. Thus, a chloride (CI
) channels has lately attracted considerable attention in this regard. A potential role of the ion
channels in cell proliferation were shown in many cell types including mesenchymal stem cells
(MSCs). In humans, this cell type can be obtained of different sources such as Wharton's jelly
from the umbilical cord (hWJ-MSCs). Many studies conducted in recent years showed that hWJ-
MSCs are a promising source for regenerative medicine; however, their physiology is not fully
understood. The present study aimed to investigate the role of CI" channels in regulatory volume
decrease (RVD) and in the proliferation of hWJ-MSCs. Classical inhibitors of CI" channels were
used as molecular tools in some functional studies (RVD, MTT assay, growth curve, flow
cytometry and RT-PCR). hWJ-MSCs have RVD and CI" channels blockers were able to suppress
them, reducing the cell proliferation. Furthermore, to the best of our knowledge, these results are
the first data indicating that CI" channels blockers promotes the increase of cell population in
GO0/G1 phase.

Keywords: Chloride Channel, Cell Volume Regulation, RVD, Cell proliferation, Cell Cycle,
Mesenchymal Stem Cells.

Running Head: Chloride Channels in MSCs of Human Wharton’s Jelly
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1. Introduction

lon channels are extensively expressed in different types of cells and play important roles
in maintaining of physiological homeostasis. Their importance is reflected by their ubiquity and
by their crucial role in basic physiological processes such as setting the membrane potential,
signal transduction, hormone secretion and salt and water absorption, apoptosis, cell proliferation
and cell volume regulation (5,15,19,20,36,46).

Cell volume regulation had received an increasing attention because it is relevant in cell
proliferation. There are growing number of observations indicating that cell cycle progression is
associated to the ion membrane permeability and volume changes (5,21,40). The role of volume
changes in cell cycle is suggested by the observations that proliferation was inhibited when cells
were cultured in a hypertonic medium (29) that limits volume increase, and that increased
proliferation was observed when cells were cultured in a slightly hypotonic medium (52).

It has been established that the concurrent activation of potassium and chloride channels
occurs during cell cycle progression while their pharmacological blockade may lead to inhibition
of cell proliferation in different cells types, including human mesenchymal stem cells from bone
marrow (5,10,12,53,54). Lots of evidence has indicated that chloride channel activity plays an
important role in cell cycle progression. For example, pharmacological blockade of volume
regulated anion channels causes arrest of cervical cancer cells proliferation in the GO/G1 stage
(37). Two nonspecific CI" channel blockers, 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoic acid
(NPPB) and tamoxifen (TAM), inhibited the proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells (7).
Still the NPPB (100 uM) could inhibit the proliferation of ovarian cancer cell in a concentration-
dependent manner, increase the GO-phase cells population, and decrease the number of S-phase
cells (27).

Cell proliferation needs an accurate control of cell volume that is achieved by the fine
control of osmolality. One of the mechanisms by which ionic channels regulate cellular
proliferation is via cell volume control. The maintenance of a constant cell volume in the face of
fluctuating intra- and extracellular osmolality is essential for normal cell function and it has been
built in the course of evolution (34). The animal cell swelling following exposure to hypotonic
solution, and the next return to their initial volume is a process called RVD (Regulatory Volume
Decrease) (15, 20, 31,36). RVD is mainly achieved by the activation of K* and CI" channels in
many cell types (20).
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Because the ionic channels and the cell volume regulatory mechanisms are involved in
the cells proliferation - the study of these processes in mesenchymal stem cells becomes
extremely relevant since it may contribute to the development of cell therapy and tissue
engineering. Mesenchymal stem cells (MSCs) are attractive cells due to their capacity for
proliferation, multilineage differentiation, and immunomodulatory properties (37). Recent efforts
have focused on the human umbilical cord (HCU) as an alternative source of mesenchymal stem
cells (MSCs) (45,49). The MSCs derived from umbilical cord have several advantages when
compared to stem cells from other tissues. First, the umbilical cord is usually discarded as
biological disposal after birth delivery, features high availability and few ethical concerns (45).
Second, HUC exhibit low immunogenicity, because these MSCs lost MHCII complex and other
co-stimulatory molecules on their surface, thus it has no immune response in the host tissue.
Third, HUC has a higher proliferative capacity, evidenced by the higher frequency of colony
forming units (CFU) and shorter doubling time when compared to other cells (18).

It is well documented the importance of potassium channels in the proliferation of stem
cells, however, the influence of the chloride channels in this process is still not understood. In
here, we analyzed the role of chloride channels in the proliferation and mechanism of RVD of
mesenchymal stem cells from human umbilical cord Wharton's jelly (hWJ-MSCs) in order to
better understand the pathways for controlling cell proliferation in vitro by modulating the ionic

transport.

2. Materials and Methods

2.1 Isolation and primary culture of mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly of the

human umbilical cord

The research protocol for all procedures of this work was approved by Ethics Committee
at Federal University of Pernambuco, Brazil (protocol number 49503715.0.0000.5208). Fresh
human umbilical cords were obtained from mothers who received Cesarean sections (38-40
weeks). Cord were transported to the cell culture laboratory in receptacles containing sterile, cold
(4° C) salt solution (PBS, 2 mM EDTA, 150 pg/mL streptomycin, 150 U/mL penicillin and 5
pg/mL amphotericin at 4°C) for further processing until six hours after the cord collection. The

isolation method was based on migratory capacity of mesenchymal cells (11). Briefly, the cords
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were rinsed and the vessels perfused in PBS. Next, the cord was cut into small pieces (~ 2 cm
length) and sectioned longitudinally, before placing them in sterile flasks. The vessels and
arteries were removed and the explants were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM low-glucose - Gibco) supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS - LGC
Biotechnology), 20% Ham's F-12 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), 100 U/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin in 5% CO, in a 37 °C incubator. The medium was completely changed
after 24 h. Approximately 3 weeks after explanation, the cord segments and non-adherent cells
were completely removed. At this time, we observed colonies of cells with fibroblastic-like
morphology. The subconfluence process (70 - 80%) was monitored by phase-contrast
microscopy Leica DMIL (Leica Microsystems GmbH, Bensheim, Germany). Adherent cells
were trypsinized, harvested, counted and then were expanded by successive passages. In this
study, we used hWJ-MSCs in third passage (P3) for analysis of their phenotype, proliferation,
differentiation capacities and subsequent studies of RVD and cell cycle.

2.2 Cell characterization

The cell characterization was based from the known characteristics of mesenchymal cells:
ability to adhere to plastic, cell morphology (fibroblast-like), immunophenotyping and induction
of differentiation (osteogenic, adipogenic and chondrogenic).

To determine whether stromal cells in Wharton’s jelly of the umbilical cord have
multipotent potential, we extracted cells from umbilical cords and cultured them in DMEM- Low
glucose medium supplemented by 15% SFB and 20% F-12. The report is representing the results
obtained using 30 umbilical cords.

Flow cytometry

For detection of surface antigens, third (P3) - to fourth-passage (P4) cells were
trypsinized, centrifugated and incubated for 10 minutes at 4°C with phycoerythrin (PE) or
isothiocyanate (FITC) conjugated antibodies. Excess antibody was removed by washing.
Standard flow cytometry techniques were used to determine the typical cell surface epitope
profiles and to characterize them as mesenchymal stem cell. At least 5x10 cells/mL were
incubated with the respective isotype monoclonal antibodies CD90, CD44 and CD29 (San Jose,
CA, USA); CD45, CD34 and CD31 (FK Biotec, RS, Brazil) (1/2000 diluted, 4 °C, 60 min). The

cells without incubation with fluorescence-labeled monoclonal antibodies were used as negative
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control. At least 10.000 events were collected using a FACSCalibur cytometer (FACSCalibur
with CellQuest software; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) for each sample and the results
were analyzed using FlowJo software (Version 7.6.1, Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA) based
on the mean percentage of positive cells and standard deviation from three experiments.

Differentiation potential in vitro

Osteogenic differentiation was induced by culturing subconfluent (P3 hWJ-MSCs)
populations in growth medium DMEM-LG supplemented with 10 mM [-glycerophosphate
(Fluka-Sigma-Aldrich, MO, USA), 0.1 uM dexamethasone (MEDLEY S/A, SP, Brazil), and 200
UM ascorbic acid (LAFEPE, PE, Brazil). Cells were fed with complete replacement of the
medium on alternate day for 21 days. At days 7, 14, and 21, the cells were inspected under an

optical microscope and their osteogenesis was assessed by Alizarin red staining.

Adipogenic differentiation was induced by DMEM-LG supplemented with 10% FBS,
100 nM dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 0.2 mM indometacin,
and 10 pg/ml of insulin (Sigma). Cells were fed with complete replacement of the medium on
alternate day for 14 days. After 2 weeks cells were fixed in 4% paraformaldehyde, washed and

stained with Oil Red-O for 30min, to reveal lipid droplets.

Chondrogenic differentiation occurred under following conditions: the cells were
cultured in serum-free chondrogenic medium for three weeks. This medium consisted of DMEM
supplemented with 15% FBS, 1% ITS (BD), 100 nM dexamethasone, 2 mM pyruvate (SIGMA),
and 10 ng/ml transforming growth factor beta 1 (TGFB1, Sigma). Cell pellets were harvested at
three weeks post induction, fixed overnight with 4% paraformaldehyde and then sections were
prepared for Alcian blue staining.

Cells cultured without the factors of differentiation were used as control. The medium
was changed each 3 days, and the cells after completion of differentiation had been established

by histochemical studies.
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2.3 Regulatory Volume Decrease
Drugs, Reagents and Solutions

Inhibitors NPPB (100 uM) 5-nitro-2-(3-phenylpropyl-amino) benzoic acid, DIDS (100
UM) 4,4'-Diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonate and TAM (Tamoxifen) (10 uM)) and NacCl,
KCI, CaCl2, MgCl2, MgSO4, ATP, EGTA, DMSO, Tris and HEPES were purchased from
Sigma (St Louis, MO, USA). Inhibitors were prepared by dimethyl sulfoxide (DMSQO). At used
concentrations, these inhibitors did not altered the final osmolality of the solution.

The isotonic solution, named Ringer’s solution, contained (mM): 130 NaCl, 2 CaCl,, 2
MgCl;, 2.8 KCI and 10 HEPES with the pH adjusted to 7.4 with TRIS-OH and osmolality was
adjusted to 300 mOsm/l with D-mannitol. The osmolality was measured by depression of the

freezing point using an osmometers (Fiske Mark3, Fiske Associates, Massachusetts, USA).

Measurement of Cell volume

hWJ-MSCs cultured in the flasks were harvested with 0.2% trypsin/1 mM EDTA solution
from P3 to P4, centrifuged and re-suspended in DMEM. For recordings, suspension cell was
transferred to a chamber mounted onto an inverted microscope (Leica DMIL; Leica
Microsystems GmbH, Bensheim, Germany). The chamber volume was 0.2 ml and the bath
solution was supplied and exchanged by a continuous perfusion system with a flowing rate of 1-
1.5 mL/min. All experiments were carried out at room temperature (24-26 °C). The cells attached
to the bottom of the chamber, were perfused with Ringer’s solution. The hypoosmotic shock was
evoked by perfusion of the cells with a hypoosmotic solution (200 mOsm/L) prepared by mix of
the Ringer’s solution and water (2:1 v/v).

To study the anionic channels involvement in the mechanism of RVD, CI" channels
inhibitors such as NPPB, DIDS at 100 uM and TAM 10 puM were separately added in
hypoosmotic solution. NPPB and DIDS are considered classical chloride channel blockers. For
example, NPPB is potent CI" channel blocker and inhibits the swelling-activated CI" channels
(51) and DIDS is one of the most nonspecific commonly used CI inhibitors. It is effective in
blocking of chloride channel CLC -2, CLC- 3 and CFTR (22). In an addition, the triphenyl-
nonsteroidal anti-estrogens Tamoxifen (TAM) represent other class of CI" channel blockers that

act selectively on volume-activated channels (8).

Programa de Pés-graduacdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferacéo e regulacdo do volume em células......94

Cell images were captured at 1 min intervals, during 30 min by a CCD digital camera
Moticam 2000 (Quimis, Diadema, SP, Brazil) attached to Leica DMIL inverted microscope.
Each individual cell was later analyzed off-line using a freeware image analysis program
(ImageJ, NIH, USA). The cross-sectional area of single cells was measured and their volume
approximated assuming spherical geometry. Cell volume was computed from cell diameter and

vzgs\/%

where, S is the area (um?). The peak volume in hypotonic solution was assigned as (Vma). The

calculated using the equation:

cell volume v was normalized with respect to the original volume in isotonic medium (Vo) as

follows:
V= V/Vo

The mean values of v were indicated as percentages equal to 100% average in the first

five minutes of recording.
2.4 Cell viability assay

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay was used to analyze the effect
of the different CI" channels inhibitors such as NPPB (100 uM), DIDS (100 uM) and TAM (10
M) on hWJ-MSCs viability. Cell suspension (1 x 10* cells/mL) was distributed into each well
of flat-bottomed 96-well culture plate and incubated for 24 h in a humidified atmosphere of 5%
CO, at 37 °C. After the incubations, inhibitors were added into each well. After 72 h of
incubation, 20 pl of the MTT dye (5 mg/mL) was added into each well and incubated for 4 h at
37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,. Thereafter, the medium was completely removed
and 100 pl de DMSO was added into each well to dissolve the purple formazan crystals.
Absorbance (expressed as optical density, OD) values of each well at wavelength 595 nm were
recorded by an automated plate reader (Varioskan Flash Multimode Reader — Thermo Fisher).
The negative control wells (only medium without cells and inhibitors) were used for zero
absorbance. The OD values of the experimental groups were calculated as percentage relative to

the control and expressed as mean + SE. Experiments were performed at least three times and
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representative data were presented.

2.5 Cell proliferation assay

The studies about the growth cells were performed with P3 hWJ-MSCs in 24-well tissue

culture plate (TPP, Switzerland). Cells seeded at 5 x 10°cells/well for 24 h and then incubated
without (control) or with anionic channels inhibitors NPPB (100 uM), DIDS (100 uM) and TAM
(10 uM) up to 72 h. Cells were trypsinized and counted for 3 days consecutive using a
hemocytometer. In each treatment and each time were realized triplicates. Quantity of the viable
cells determined by trypan blue 0.4 % exclusion.

2.6 Cell Cycle Analysis

The cell position in the cell cycle can be estimated on the basis of the DNA content
measurement. The proportion of cells in GO/G1, S and G2/M phases was obtained by analyzing
cells for their different DNA content based on intensity of fluorescence (propidium iodide
staining). Specific anionic channel inhibitors were added to the culture medium for 48 hours.
After this time, cells were collected by trypsinization, washed twice in phosphate-buffered saline
(PBS) and fixed with 70 % ethanol in low temperature (-20°C) for at least 60 min and stored at
this temperature until required for analysis. Before analysis, cells pelleted from the ethanol,
washed twice in PBS, centrifuged and ressuspended in PBS to 1 x 10° cells/mL. Then, the cells
were incubated with 50 pg/mL propidium iodide-PI and RNase (20 pg/mL) at room temperature
for 30 min shielded from light. Stained cells were analyzed by the flow cytometry (BD Accuri
C6 — BD Bioscience). Ten thousand cells were analyzed for each cell population. Frequency
distribution — DNA content histograms were drawn. Data were deconvoluted mathematically by
the flow cytometer system software and percentage of cells in each cell cycle phase was
quantified.

2.7 RNA Extraction and RT PCR analysis

Total RNA was extracted from hwWJ-MSCs (P2-P3) using RNA easy mini kit following
the manufacturer's instructions (QIAGEN, SP, Brazil). Reverse transcription (RT) was
performed using SuperScript reverse (Invitrogen, Carlsbad, CA). The relative quantity from

selected transcripts of three independent cDNA samples was assayed by quantitative Real-time
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TagMan RT-PCR (Applied Biosystems, CA, USA). PCR followed the cycling protocol: 50° C
for 2 min, 95° C for 2 min, 40-45 cycles of 95° C for 15 sec and 60° C for 30 sec. Expression
of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the internal control.

The primers used are described in Table 1. Gene expression of the following CI" channels

proteins: p1-VDAC (voltage dependent anion selective channel 1), CLCN3 (chloride channel,

voltage sensitive 3), CLCAL (chloride channel, calcium activated) have been investigated. For

relative quantification, standard curves based on cycle threshold (ct) values were used to

evaluate gene expression. The housekeeping gene (GAPDH) expression was used for

normalization of the data.

Table 1. Primers of ion channels used in Real Time PCR

Gene Accesion number Amplicon size (bp)
pl -VDAC NM_0036624.1 143
CLCN3 NM_001829.3 76
CLCA1 NM_001285.3 165
GAPDH NM_002046.4 122

2.8 Data analysis

Nonlinear curve-fitting programs (Origin Pro 8.1, Origin Lab Corportation) were used to

perform curve-fitting procedures. Data obtained with the FACSCalibur flow cytometer were

analyzed with CellQuest Pro Software (BD Biosciences, CA, USA). Unless otherwise indicated,

data are presented as the mean £ SEM of at least three separate experiments and, where

appropriate, have been analyzed using Student’s t-test or One Way ANOVA followed by post

hoc test Tukey multiple comparison tests. A p-value less than 0.05 were regarded considered for

statistically significant differences.
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Results and Discussion
Characterization of hWJ-MSCs

The cultured cells showed adherence to the plastic and triangular fibroblastic or

elongated, spindle-shaped morphology with a single nucleus. Images of hwWJ-MSCs on the
third passage (P3) a fibroblast-like phenotype is shown in (Supplementary, Figure. 1 A and
B). The cells proliferate well in vitro and the number of cells increased as the culture time
passed. After treatment with trypsin-EDTA, the cells turned out to be ball-shaped
(Supplementary, Figure. 2). The Wharton’s Jelly of human umbilical cord contains mucous
connective tissue and fibroblast-like cells as shown in the previous studies (23,39,43,45).
Phenotypic acquisition of these cells at P3 was performed by FACS analysis. These cells
produced homogeneous 70-80% confluent monolayer and were positive for specific
mesenchymal antigens such as adhesion molecules (CD44), integrin markers (CD29), and
extracellular matrix protein (CD90), were negative for CD34, CD45 (two of the major
hematopoietic markers) and CD31 endothelial marker (Supplementary, Figure. 3).
Next, we tested the differentiation potential that is one of important characteristics of
mesenchymal stem cells. Three-four weeks after the osteogenic induction, the cells showed
calcification and exhibited increased calcium accumulation as revealed by Alizarin Red staining
(Supplementary, Figure 4A) that is not observed on the control conditions. The results
confirmed the osteogenic differentiation which is characterized by the presence of
mineralization of the extracellular matrix (23,43). In the presence of adipogenic induction
medium, the hwJ-MSCs differentiated into adipocytes characterized by a large, round shaped
morphology and accumulation of small lipid vacuoles stained with Red Oil (Supplementary,
Figure 4B). In the chondrogenic induction medium, the hWJ-MSCs differentiated into
chondrocytes that showed cartilage-specific proteoglycan accumulation (Alcian Blue)
(Supplementary, Figure 4C). These results clearly demonstrated the classical features of
MSCs (13). Recently, under various culture conditions, the MSCs have been found to be able to
differentiate in culture not only to adipogenic, osteogenic, chondrogenic (43), but into several
lineages such as neurogenic (30), myogenic (32), pancreatic (48) and hepatogenic (49), which
indicates their multipotentiality.
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RVD of individual hWJ-MSCs

It is known that several cell types function as miniature osmometers in response to
osmotic stress (7, 10). To discover whether the hWJ-MSCs exhibit this behavior, initially we
submitted the cells to hyposmotic solution (Figure 1). The study was based on monitoring of

volume increase and it’s recovery after hypotonic stress.
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Figure 1. Regulatory volume decrease (RVD) in hWJ-MSCs. Phase-contrast images showed response of
hWJ-MSCs to a hypotonic solution (200 mOsm). Cells in isotonic condition (A, 300 mOsm). Perfusion
of the cells with 67 % hypotonic solution swelled the cells (B, 200 mOsm, 1 min). Cells swelling
induced a regulatory volume decrease (C, 200 mOsm, 30 min).

The examination of RVD was done on single cells with simple geometry. Therefore, we
demonstrated that hWJ-MSCs are able to accomplish RVD. To characterize RVD we
evaluated the following parameters in relative units: determined the maximal swollen volume
(a few minutes after osmotic change), the rate of cell shrinkage and the cell final volumes (V)
attained by the end of the measuring period (30 min after the osmotic shift). Cells swelling
reached a peak volume in approximately 1.0 min. After the peak of swelling, cells showed a
subsequent RVD. Cell volume decreased gradually, though the cells were still bathed in
hypotonic solution, but cells could not fully regain completely their original size. So, under
influence of hypotonic solution (200 mOsm) the cells initially swelled to 113 + 3% and
gradually recovered their volume reaching the V¢ (104 + 1.3%). Characteristic recovery time
for this process was 24 + 3 min (Figure 2A). After studying the RVD kinetics of cells, anionic
channel inhibitors such as NPPB (100 uM), DIDS (100 uM) and TAM (10 uM) were tested to
evaluate whether RVD induced by hypotonic solution is associated with chloride channels in
hWJ-MSCs. It has been shown that all three blockers altered hwi-MSCs response to hypotonic
challenger and suppresses RVD process (Figure 2 B. C, D).

NPPB 5-nitro-2-(3-phenylpropyl-amino) benzoic acid (CI" channel blocker) inhibited
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RVD (Figure 2B). In this case the initial increase of cell volume was practically equal (112 +
2%) to control (113 + 3%). However, the cells did not hold RVD and after the initial increasing
their volumes remained practically the same during the entire recording period (30 min). The V;
(114 £ 1.2, N = 72) was reached 30 min after the cells were placed in a hypotonic medium.
When DIDS was added in the bath solution the cells showed reduction even of the initial volume
increase (volume jump after osmotic change), only 105 + 0.9%, less than 8% if compared with
control. Reaching the Vmax (111 £ 1.3 %, N=63) occurs in 30 min (much lower the control) and
remained in this state during recording period. In case of TAM added in hypotonic solution, the
increase in the initial volume was 110 + 1.2% about 3% lower when compared to the control
group. But at the end of the registration cell volume (Vnax) achieved 138 + 2.4% (N=89).

Results (Figure 2 B-D) shown that the cells in presence of CI” channel inhibitors increase
volume, but did not recover during entire recording period (30 min) compared with cells in the
control condition (Figure 2A). As result occurred complete block of regulatory volume decrease
(RVD) process. These results suggest that the CI" efflux through the chloride channels is one of
the key mechanisms for RVD in hWJ-MSCs and for recovery of cell volume in hyposmotic
conditions. Reports have shown that extracellular applications of chloride inhibitors can block
chloride channels and their effect varies depending on the cell type (22).

In this study, NPPB, DIDS, and TAM inhibited cells volume recovering (RVD) in hWJ-
MSCs. Results indicate the presence and participation in RVD of CI" channels in plasma
membranes of the cells, suggesting that mechanism of RVD is associated with the activation of
chloride channels. It was found that nonspecific CI° channels blocker, 5-nitro 2-(3-
phenylpropylamine) benzoic acid (NPPB, 10-100 uM) totally prevent RVD for rat trachea and
nasopharyngeal carcinoma cells (9,21). It is known that these may be the result of inhibition the
next chloride channels: CIC, CICA or CICN3 (4) and VDAC (3). The same results were obtained
for human adipose tissue-derived stem cells (1).

The decrease in the amplitude of the initial sharp cell swelling in the presence of these
three inhibitors (NPPB, DIDS and TAM) may indicate their ability partially block water influx
too. This supposition is consistent with observation for instance that TAM (17) and CFTR
inhibitor glibenclamide (GB) (50) can also to affect an aquaporins function. Seen especially in
the presence of DIDS in response to a sharp decrease in osmolality of the buffer there is less

swelling than in the control (8%), which is possible due to the effect on aquaporins. Until now,
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there are few reports about whether CI" channel blockers also block aquaporin channels.
However, the other possible mechanism of such effect of the anionic channel blockers is indirect
one and based on the observation that water transport pathways may be structurally coupled to
other membrane transport processes (6).

Our results in general agreement with studies of volume regulation in other cell types as

Vero cells (10), nasopharyngeal carcinoma cells (7,21,44,54), cervical carcinoma cells (37).
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Figure 2. Regulatory Volume Decrease (RVD) in proliferating hwJ-MSC in control conditions (A) and
in the presence of specific inhibitor of cellular anion permeability (B, C, D). NPPB and DIDS were used
at concentration of 100 uM. Final concentration of TAM was 10 uM. The inhibitors were present in the
hypoosmotic solution. The osmolality of the extracellular solution was switched from 300 to 200
mOsm/L after a few minutes of recording at isosmotic condition. Note the changes in RVD induced by
pharmacological blockade of the cell membrane permeability. The horizontal line shows the exposure to
hypotonic medium. Dashed curve demonstrate the exponential kinetic of cell volume restoration. The
decreasing part of the volume recovered process in the absence of cell permeability inhibitors was fitted

Vi =V, + (Ve =V, ) %€/ t

well with a single-exponential function: , Where "2 is the time since the
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process of the volume decreasing started:; Vi is the cell volume at the time, t2; V., is an attainable

restored cell volume at the end of the RVD process; Viex is the maximal cell volume under osmotic

challenge. The characteristic time, TfeC, of the process is equal to the time required to restore

— 71 ~
approximately 63% of the altered volume, in other words, when (Vi =V ) (Vi —V..) =€ = 0.3679 .

N is a number of cells in the experimental groups. The data are presented as mean + SE. *The difference
between the volume of the whole populations of cells treated by inhibitors and the control is significant at
p <0.05.

The role of chloride channels on hWJ-MSCs proliferation
We examined whether different CI" channels inhibitors can influenced on hWJ-MSCs cell
proliferation. Among these inhibitors, were tested NPPB, DIDS and TAM. These inhibitors are

widely used as potent inhibitors of many different CI" channels in several cell lines
(7,21,26,33,44,54). In MTT assay test, the proliferative abilities were evaluated by the
normalized optical density (OD) value. As shown in Figure 3, application of DIDS and TAM
inhibited modestly the cell viability (89.8 + 2.9 % with DIDS and 96.4 £+ 3.1 % in presence the
TAM). However, in MTT study NPPB demonstrated a tendency to promote the proliferation of
hWJ-MSCs (105.4 + 2.0 % versus the control) (Figure 3). In many papers it has been shown that
these blockers may attenuate the growth of different type of cells such as nasopharyngeal
carcinoma cells (42), gliomas cells (33), and human ovarian cancer cells (27), by inducing of cell
death. However, our results indicated that the blockers used in low concentrations did not
significantly alter hwWJ-MSCs viability and not caused significant cell death. So we did not

observe a reliable difference between cells growth with inhibitors when compared to control.
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Figure 3. Influence of chloride channel blockers in cell viability. Absorbance values in the absence of
blockers were normalized to 100%. Data represent mean values £ SD of three replicates. No statistical
difference between the viability of whole populations of cells treated by inhibitors and the control. One
way ANOVA followed Tuckey pos hoc test, p< 0.05.

We evaluate hWJ-MSCs cell morphology in the presence of the chloride channel inhibitors

NPPB, TAM and DIDS (Figure 4).

Programa de Pds-graduagdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferagdo e regulacdo do volume em células......103
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Figure 4. Optical phase contrast photomicrographs of hWJ-MSCs cultured in the presence of specific
inhibitor of cellular anion permeability. Morphological aspects observed after 48 h of inhibitors addition
(final concentrations of NPPB and DIDS were 100 uM and TAM at 10 uM). Amplification, 100x. A.
Control: we noted confluent cells with elongated morphology B. NPPB, fibroblast like cells and C. TAM,
cells with higher granularity (white arrows), D. DIDS, we observed the cells body larger and more
widespread (black arrows). All photomicrographs scale bar: 200 um

The hWJ-MSCs treated with the inhibitors (mainly in the presence of DIDS) presented
larger and more widespread cell body when compared with the control cells (Figure 4 A and B).
In addition, their major features being the presence of granulating particles inside the cells and
some small vacuoles in the presence the following inhibitors such NPPB and TAM (Figure 4 B,
C and D).

Cell proliferation assay

The doubling time of cell growth of hWJ-MSCs is around 2.5 + 0.5 days (Figure 5). The
characteristic growth pattern of homogenous cell phenotype (hWJ-MSCs-P3) reduced twofold by
the end of the experiment in the presence of all tested inhibitors (NPPB, DIDS and TAM), showing that
anion channels have a functional relationship with this physiological parameter of these cells.
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Figure 5. Time course of hWJ-MSCs proliferation in the presence of DIDS (100 uM), NPPB (100 uM)
and TAM (10 uM). Cell proliferation was assayed in duplicate using 24-well plates and at least three
umbilical cords. The growing curves were initiated with ~ 1 x 10°cells for each condition and viability at
the indicated times was evaluated by the trypan blue method in control (m, without inhibitors), TAM (e),
NPPB (A), DIDS (¥), conditions. Data are means = SE. * Data is statistically different of the control
condition. Two way ANOVA followed Bonferroni test, p < 0.05.

The result suggests that this method was more sensitive for showing that the CI” channels play an
important role in controlling hWJ-MSCs proliferation. Our data corroborate with previous
studies using the same methodologies showing involvement of chloride channels in proliferation
of MSCs (38). We found that the CI" channel blockers NPPB, DIDS and TAM, inhibited hWJ-
MSCs cell proliferation. Thus, the involvement of chloride channels in regulation of cell
proliferation in hWJ-MSCs was confirmed by our above experiments. Also it has been
recognized the link between chloride channels and the proliferation in other cell types such as
endothelial cells (41), nasopharyngeal carcinoma cells (42), gliomas cells (33), pulmonary artery
smooth muscle cell (25), human ovarian cancer cells (27), cardiac myocytes (14), hepatocytes

(47) and others types cells. Cell proliferation must, at some point, increase the cell volume cells
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since all cellular organelles must be duplicated prior to cell division. Changes in cell volume

really require participation of ion transport and rearrangements of the cell cytoskeleton (24).

The effect of CI" channel blockers on cell cycle

A convenient method for assessing cell cycle phase is flow cytometry because it allows
analysis of a large number of cells rapidly, reliably and consistently. To study further, we used
flow cytometric analysis to examine whether cell cycle of hWJ-MSC could to be influenced by
CI" channel inhibitors. The inhibitors NPPB, TAM and DIDS were tested. To validate the
method and to begin simultaneous proliferation of all tested cells we used the serum
deprivation (0.4% - GO0/G1), calpain (40 pg/ml - G1/S) and demecolcine (50 ng/ml- G2/M)
(Supplementary, Figure 5).

The data showed that in the control group (without addition of inhibitors), the percentage
of cells distributed in the GO/G1 phase of the cell cycle was 76.03 + 2.5 % (n = 5). However, the
population of cells in the GO/G1 phase increased slightly and significantly when cells were
treated with the inhibitors of chloride channels. In the three groups of cells treated with anionic
channel inhibitors — NPPB, DIDS and TAM - the number of cells in the GO/G1 phase increased
t0 80.16 £ 1.6 %, 82.10 £ 1.9 % and 82.02 + 1.3 % by 48h, respectively (Table 2).

Table 2: Percentual of hWJ-MSCs in different stages of the cell cycle

Condition GO0/G1 S G2/M

Control 76.03 + 2.5 (n=5) 6.4+14 174112
DIDS 82.10 £ 1.9% (n=5) 43+10 13.26 £ 1.4*
TAM 82.02 £ 1.3* (n=5) 3.8+05* 13.20 £ 1.4%
NPPB 80.16 + 1.6 (n=5) 52+ 0.6 1442 +1.2%

*Data is statistically different of the control condition. Two way ANOVA followed Bonferroni
test, p < 0.05.

In parallel with the increase in the cell number in phase GO/G1, there is some decrease of
cells in phases S and G2/M. The data are consistent with the slight decrease in cell proliferation

under influence of all tested inhibitors at the end of cells cycle, indicating that the progress of the
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cell cycle is suppressed (Figure 6 and 7). The observations suggest that anions channels play a
key role in the modulation or control of cell cycle progression of hWJ-MSC.
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Figure 6. Typical flow cytometric analysis showing the histogram distribution of cell cycle phases. The
first peak in the histograms represents GO and G1-phase cells, and the second peak represents G2 — and
M-phase cells. Between them are S-phase cells. A. Cells were incubated without any CI" channel blockers
(control). B. Cells incubated in culture medium (NPPB, 100 uM). C. DIDS (100 puM). D. TAM (10 uM),
for 48 hs. Inhibitors induced increase the cells number arrested in the GO/G1 phase and decrease of the
cells arrested in the S and G2/M. For each sample 10.000 events were analyzed.

These results showed that blockage of chloride channels suppressed cell growth, but did

not significantly induce cell death, suggesting that the blockers may suppress cell proliferation

by a cell-death-independent mechanism. Data also suggest that the volume-activated chloride
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channels play important roles in regulation of the cell cycle, especially in controlling cells to

pass through the G1 checkpoint.

100 - [C1G,/G, phase
—~~~
SR a a EEESphase
St a - [ G /M phase
~ 80 =S
5 | =
s I
—
0 604
g -
H B
2
© 40-
Q
g‘ i
020+ c - . b
@ b
O
Control NPPB TAM DIDS Demecolcine Calpain Serum-free

Figure 7. The effect of Chloride channel blockers in the percentage distribution hWJ-MSCs in the
different cell cycle cellular phases. Population of hWJ-MSCs increased significantly in the GO/G1 phase
in the presence of the three tested inhibitors: NPPB, 100 uM; DIDS, 100 uM; TAM, 10 uM.

The a, b and ¢ indicated data is statistically different of the control condition. Student T test, at level
p < 0.05. Data represent mean of five experiments.

Cell proliferation was correlated with level of RVD mechanisms too, as seen by other
researchers (7,44). Potential role for ion channels in cell proliferation has been well documented
across many cell types (2) including MSCs. Many drugs, found in various studies, presumably
can be a specific ion channel blockers, and can also inhibit cell-cycle progression and often
arrest proliferation at distinct stages of the cell cycle. Chloride channels may also regulate cell
proliferation by affecting the expression of cell cycle regulators (including Ca®*, ATP, cyclins,
cyclin dependent kinases) or by regulating the intracellular pH and ion concentrations (17). For

example, it has been reported that block of CI" channel with NPPB decreases cell proliferation in
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mouse MSC by accumulated cells at GO/G1 phase (26) and that the effect is mediated by
suppressing cyclin D and E (38).

Thus, it was observed that the progression of hWJ-MSC through the cell cycle is
significantly modified by influence of anionic channel inhibitors. Most studies described were
carried out with potassium channels, but there is growing evidence that chloride channels are
critically involved in cell cycle regulation (21,29,42), suggesting that the link between channel

activity and proliferation also extends to this important class of channels.

Expression CI" channel - RT-PCR

The mRNA expression level of the genes that codifies the VDACL, CICN3 and CICA1l
proteins in hWJ-MSCs, were measured by quantitative PCR (QRT-PCR) in real time. Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction of hWJ-MSCs mRNA identified a CICN3 and pl-VDAC
anionic channels but the CICA1 absence (Data not showed). In other cells populations it is
assumed that CIC-3 mediate swelling-induced outwardly rectifying Cl- channels ( ). This
suggests that CIC-3 or some other closely related CI° channels may mediate the effects of
swelling of hWJ-MSCs. We have demonstrated for the first time that hwJ-MSCs express a
significant level of a voltage-dependent anion channels (pl-VDACL1 and CICN3) (Figure 8).
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Figure 8. mRNA Expression of CI" channels in hWJ-MSCs. The data (means + SD) were acquired by
gRT-PCR using three umbilical cords (analyzed in triplicate) and normalized with GAPDH as internal
control.

As the effects of anionic channels in regulation of the cell volume (RVD) and cell
proliferation, the aim of this experiment is to identify whether those effects on the two cellular
processes may be due to a reduction in the protein responsible in the formation of respective
channels.

Our results showed a reduction in the expression of mMRNA encoding the CLCN3 anionic
channel in the presence of anion channel inhibitors (NPPB, DIDS and TAM) (Figure 9). It has
been shown that one of the CI" channels gene expression (CICN3) do not differ in control with
cells grown in the presence of anion channel inhibitors used in all our experimental conditions.
These results confirm that although the inhibitors at the used concentrations (100, 100 and 10
uM) do not result in cell apoptosis, but as showed above, they may lead to changes in volume
regulation due nonspecific inhibition of Cl- anionic

channels.
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Figure 9. mRNA expression of CICN3 channels in hWJ-MSCs in the presence of anion channels
inhibitors (NPPB, TAM and DIDS). Data is no different of the control condition. Student T test, at p <
0.05.
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Supplementary figure.

Figure S1. Phase contrast micrographs of hWJ-MSCs after 48hs of expansion in P3. The adherent cells
reached 80-90% confluency and show the typical aspect fibroblastoid, appear elongated, triangular and
spindle shaped (Amplification, 200x)

Figure S2. Morphology of hWJ-MSCs after treatment with trypsin - EDTA. Cells with rounded shape.
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Figure S3. Immunophenotypic profile of hWJ-MSC. Flow cytometry histograms showing the
immunophenotype of hWJ-MSCs that were obtained from the homogeneous confluent monolayer in third
passage for mesenchymal, endothelial and hematopoetic markers. Control is show in red.
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Figure S4.Three-lineage differentiation of hWJ-MSCs. A: hWJ-MSCs at passage third were cultures 3
weeks in medium for osteogenic differentiation evaluated with Von Kossa staining, due to calcium
deposits B: Cells were cultured for 14 days in medium specifically designed for adipogenic differentiation
and revealed with Oil red O staining clear seen the lipid vesicles . C: Chondrogenic differentiation was
performed culturing hWJ-MSCs more than 3 weeks in specific culture conditions and revealed with
Alcian blue. Scale bar: 20 pm.

A Soro 0,4% B Calpain C Demecolcine

o B

FL2-A FL2.A FL2-A

Figure S5. Typical flow cytometric analysis showing the histogram distribution of cell cycle phases. Cells
were incubated with (A) serum deprivation (0.4%), (B) calpain (G1/S) and (C) demecolcine (G2/M
already known as cell cycle synchronizer (validate the methodology).
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5.2 Manuscrito 2:

Mesenchymal stem cells from Wharton's jelly of human umbilical cord: expression,

function and physiological role of potassium channels
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ABSTRACT

Advances in tissue regeneration studies require a understanding of the relationships between
multiple interacting regulatory factors and their effects on cell function and tissue formation. In
this study, the role of the potassium channels in mesenchymal stem cells of a human Wharton
jelly (hWJ-MSC), in which such findings can be used for cell therapy, was investigated. Changes
in cell volume following hypotonic stress were measured using a video-imaging technique. We
demonstrated that hWJ-MSCs are moderately swell when subjected to a sustained hypotonicity
from 300 to 200 mOsmol, but are able to undergo regulatory volume decrease (RVD) after hypo-
osmotic shock swelling. With addition of the suitable K* channels inhibitors:
tetraethylammonium (TEA), 4-aminopyridine (4-AP), glibenclamide (GB), iberotoxine (IBTX) -
RVD was abolished. This method indirectly supported the importance of voltage-gated
potassium channels (Kv), ATP-sensitive K™ channels (Katp) and calcium-activated potassium
channels (BKca1.1), for hWJ-MSCs volume regulation. Besides the RVD, we also confirmed the
presence of functional ion channels in cultured hWJ-MSCs with whole-cell patch clamp method
and reverse transcription-polymerase chain reaction. The patch-clamp method confirmed the
presence of Ca®*-activated K* channel (IKc,) (blocked by iberiotoxin), a transient outward K*
current (Ito) (inhibited by 4-AP) and a delayed rectifier K current (IKpg) (abolished by TEA).
By the RT-PCR analysis, the RNA transcripts of slol, KCND2, KCND3, KCNS1, KCNH2,
KCNH1 were detected. These results demonstrated vital roles for the diverse outward K*
channels transcripts found in hWJ-MSCs for their survival facing an osmotic shift and for their

proliferation.
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1. INTRODUCTION

Stem cells are defined as unspecialized cells that are capable of long term self-renewal
and differentiation, under defined conditions, into specialized cell types (Augello et al., 2010)
such as adipocytes, osteocytes, chondrocytes, neurons, hepatocytes (Park et al., 2006; Lee et al.,
2004; Hou et al., 2003), cardiomyocytes (Wang et al., 2004), endothelial cells (Kestendjieva et
al., 2008), insulin-producing cells (Wu et al., 2009), germ-like cells (Huang et al., 2010),
dopaminergic neurons (Paldino et al., 2014), among others. The main function of these stem
cells is to support normal repair and rejuvenation of diseased and aging tissues.

The non-hematopoietic somatic stem cells are frequently called mesenchymal stem cells
(MSC). Emerging evidences suggest that MSCs are immunosuppressive (Tyndall, Gratwohl,
2009; Chen, Tuan, 2008; Ding et al., 2010), and can attenuate the autoimmune processes which
usually lead to the destruction of own tissue (Anzalone R, at al., 2011). This capacity makes
MSCs more attractive for regenerative medicine, since absence of the xenograft rejection could
be an important step for moving from laboratory results to clinical cell therapy.

In humans, it is possible to obtain MSCs from different sources such as bone marrow
(BM), skin, umbilical vein or Wharton's jelly from the umbilical cord (hWJMSCs) (Wang et al.,
2004; Li et al., 2005; Park et al., 2007). In the last 10 years, the human umbilical cord (HUC)
has been widely explored as a suitable source of MSCs since these have poor immunogenicity
and did not induce tumor formation in immunodeficient mice (Gauthaman et al., 2012).
Moreover, the obtainment of MSCs from HUC is: (i) less expensive and less invasive than those
from the BM aspirate (last may cause infection, bleeding and chronic pain); (ii) it is free of
ethical issues since HUC is an extra-embryonic organ usually discarded after birth without harm
to mother or baby (Can, Karahuseyinoglu, 2007; Secco et al., 2008).

lons channels are membrane protein structures responsible for ion and metabolite
exchange between the extracellular environment and the cytoplasm and are widely expressed in
different types of cells. Many experimental data about the role of ion channels in cell
physiology have been obtained from the study of immortal tumor cells (Okada, 2006; Wehner,
2006; da Silva et al., 2010). The K* channels already have been detected in MSCs from different
sources (Li et al., 2005; Park et al., 2007; Wang et al., 2008, Li, Deng, 2011), however studies on

their physiological relevance are still lacking and particularly there have been no studies of ion
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channels in mesenchymal stem cells isolated from Wharton’s jelly of HUC (hWJ-MSC). So, the
interest in detecting, measuring the ion channels activity and understanding their role is
burgeoning.

Although most mammalian cells, including hWJ-MSCs, exist in a regulated and
controlled environment in vivo, they can undergo osmotic challenges as consequence of water
and salt imbalance, due to changes in intracellular concentrations of osmolytes, alterations of
substrate transport or metabolic rate (Lang et al., 1998) and if a large volume of fluid used during
critical illness (McManus et al, 1995). Since such osmotic perturbations induce cell volume
changes, cells must quickly adjust their volume for normal function and survival. In low osmotic
conditions cells swell, and immediately begins the post-swelling escape of cytosolic electrolytes
through volume-sensitive ion channels and as result occurs cells re-shrinking by osmotically
driven water loss. This process allows to cells, within certain limits, recover their original
volume. The process of restoration of normal cell size under hypotonic stress is known as a
regulatory volume decrease (RVD) and may be studied in vitro using hWJ-MSCs as a model.
Therefore, understanding their adaptive mechanisms, especially those that guarantee their
survival in hostile environments, are of a major relevance (Taghizadeh et al., 2011; Batsali et al.,
2013).

In this context, K" channels play important roles in maintaining cellular homeostasis
under different challenging environmental conditions, because volume regulation together with
survival and growing can be considered some of the most conspicuous K" channels-dependent
processes (Yingjung and Xun, 2013).

So, the present study was designed to clarify potential role of the K™ channels in volume
regulation and eletrophysiological properties of hWJ-MSCs. It was performed proliferation

assay, RVD, qRT-PCR expression of mRNA of ion channels and whole-cell patch clamp studies.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Isolation and primary culture of hWJ-MSCs

Fresh human umbilical cords (HUCs) of both sexes were obtained from mothers who
received Cesarean sections (38-40 weeks). The research protocol for all procedures was

approved by the Ethics Committee at Federal University of Pernambuco, Brazil (protocol
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number 49503715.0.0000.5208). The mesenchymal cells were purified by the method of
Paldino et al., 2014. Adherent cells were trypsinized, harvested, counted and were then expanded
until passage 3 (P3). hWJ-MSCs (P3) were analyzed phenotypically and used for subsequent
studies of differentiation capacity, ion channel expression and function. All materials were from
Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo., USA) unless otherwise stated.

2.2 Phenotype analysis by flow cytometry

For cell surface antigen phenotyping, third-passage cells were detached and stained with
various combinations of saturating amounts of monoclonal antibodies conjugated with
fluorescein isothiocyanate (FITC) or phycoerythrin (PE). Standard flow cytometry techniques
were used to determine the typical cell surface epitope profiles and to characterize them as MSC.
Cells aliquots (5x10* cells/100 pL) were incubated with primary antibodies at 4 °C for 60 min.
These primary antibodies were either FITC- or PE-labeled anti-human monoclonal antibodies:
CD90-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD44-FITC or CD29-FITC (Southern
Biotech, Alabama, USA); CD45-PE, CD34-PE, CD31-PE (FK Biotec, RS, Brazil). Cells
incubated (30min at 4°C) with diluted (1:10.000) normal mouse serum were used as negative
control. Flow cytometry was performed on a fluorescence-activated cell sorter (FACSCalibur,
BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and data analysis was performed with FlowJo software
(Version 7.6.1, Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA).

2.3 Osteogenic differentiation

Osteogenic differentiation (Karahuseyinoglu et al., 2007) was induced by culturing
subconfluent P3 hWJ-MSC populations in low-glucose DMEM (LG-DMEM) growth medium
(Invitrogen Brasil Ltda, SP) supplemented with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 pug/ml
streptomycin, 10 mM B-glycerophosphate (Fluka-Sigma-Aldrich, MO, USA), 0.1 uM
dexamethasone (Medley S/A, SP, Brazil), and 200 uM ascorbic acid (LAFEPE, PE, Brazil). The
LG-DMEM medium was changed completely every three days for 21 days. Cells of the control
group were cultured in LG-DMEM plus 10% FBS for three weeks. To establish the
mineralization, the calcium deposits in cells cultures were stained with Alizarin red (Sigma-
Aldrich).
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2.4 Adipogenic differentiation

Adipogenic differentiation (Zuk et al., 2002) was induced by culturing P3 hWJ-MSCs
populations in LG-DMEM supplemented with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml
streptomycin, 2 mM L-glutamine, 100 nM dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX), 0.2 mM indomethacin (DEG, Hong Cong, China), and 10 pg/ml human insulin
(Sigma). Cells were fed with complete replacement of the medium on alternate days for 14-21
days. Cells of the control group were cultured in LG-DMEM plus 10% FBS (control medium).
Adipogenesis of hWJ-MSCs was assessed by staining cells with Oil Red O (Sigma-Aldrich).

2.5 Chondrogenic differentiation

For chondrogenic differentiation (Secco et al., 2008), 10% FBS, 15mM HEPES,
6,25ug/mL human insulin, 10ng/mL TGF-f and 50nM ascorbic acid, 100 U/ml penicillin, 100
ug/ml streptomycin were added to the LG-DMEM medium. During 14 days, 50% of the medium
was replaced twice each week. Cells cultured without differentiation factors were used as
control. Before staining, the cells were washed with deionized water and then incubated for 5
minutes at room temperature with Alcian Blue for the -cartilage-specific proteoglycan
examination in chondrogenic cells. The dye was removed and cells were washed several times
with deionized water. All differentiated cells were observed in an inverted microscope (Leica
DMIL,; Leica Microsystems GmbH, Bensheim, Germany) and images were acquired with a CCD

video camera (Motic 2000; Quimis, Diadema, SP, Brasil) attached to the microscope.

2.6. Reagents

The K* channels inhibitors tetraethylammonium (TEA) (classical blocker of potassium
channels ATP-dependent), 4-aminopyridine (4-AP) (selective blocker of members of family of
voltage-activated K* channels), glibenclamide (GB) (blocker of channel potassium ATP-
dependent), and iberiotoxin (IBTX) (selective and reversible inhibitor of high-conductance
calcium-activated potassium channels) were used as molecular tools. They were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA) and were dissolved in DMSO (dimethyl sulfoxide). The following
inhibitors concentrations were used: TEA (10mM), 4-AP (5mM), GB (100 uM ) and IBTX
(10nM).

Programa de Pés-graduacdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferagdo e regulacdo do volume em células......124

2.7 Reverse transcription-polymerase chain reaction

Cells used in this study were from the early passage 3 to limit the possible variations.
TagMan quantitative PCR was used to measure mRNA expression levels for three potassium
channel of the different subtypes. Total RNA was extracted from hWJMSCs using RNeasy mini
kit following the manufacturer's instructions (Qiagen, S&o Paulo, Brazil). Reverse transcription
was performed with superScript reverse (Invitrogen Brasil Ltda, SP, Brazil). The relative
quantity from selected transcripts obtained from three independent cDNA samples was assayed
by quantitative Real-time TagMan RT-PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). PCR was
conducted with the following cycling protocol: 50° C for 2 min, 95° C for 2 min, 40-45 cycles
of 95° C for 15 s and 60° C for 30 s. The expression level of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was used as the internal control. The primers used are described in
Table 1 (Supplementary Material). The gene expression of the following K* channels was
investigated: slol (large conductance calcium-activated potassium channel, subfamily M, beta
member 1), KCND2 and KCND3 (voltage-gated potassium channel, subfamily D), KCNS1
(voltage-gated potassium channel delayer-rectifier, subfamily S), KCNH2 and KCNH1 (voltage-
gated potassium channel, subfamily H, Eag related - EAG1, KCNA?7 (voltage-gated potassium
channel, subfamily A) and KCNKS5 (voltage-gated potassium channel, subfamily K). For relative
quantification, standard curves based on cycle threshold (ct) values were used to evaluate gene
expression. The housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

expression was used for normalization of the data.
2.8 Preparation of cells for volume measurements and current recordings

hWJ-MSCs, from passages P3, cultured in flasks were harvested with 0.2% trypsin plus
1mM EDTA solution, centrifuged, and re-suspended in DMEM. The cell suspension was kept at
25° C and used the same day. For cell volume recordings, an aliquot of the suspension was
transferred to a 0.5ml flow chamber, designed for rapid exchange of medium, mounted on the
plate of inverted microscope (Leica DMIL; Leica Microsystems GmbH, Bensheim, Germany)
for 15-20 minutes. Cells attached to the bottom of the chamber were subsequently superfused
with Ringer solution (130 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 2.8 mM KCI and 10 mM
HEPES/TRIS, pH 7.4). Hypoosmotic stress was evoked by perfusion of the cells with a

hypoosmotic solution (200 mOsm/L) prepared by mixing Ringer solution and water (2/1, v/v).
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Effects of reduction in bath electrolytes concentration was done by isoosmotic replacement
prepared by mixing Ringer solution and mannitol (300mOsM/L) (2/1, v/v). To study potassium
channel involvement in the mechanism of RVD, inhibitors TEA 10 mM , 4-AP 5 mM, GB 100
uM and IBTX 10 nM were added to 200 mOsm-Ringer solution.

2.9 Cell volume measurements

Cell volume was measured using a video imaging system consisting of a CCD video
camera (Moticam 2000, Quimis-Diadema, SP, Brazil) attached to Leica DMIL inverted
microscope (Leica Microsystems GmbH, Bensheim, Germany). Cell images were collected once
per minute during the 30-minute recording. Each image was then analyzed off-line using a
freeware image analysis program (Imaged, NIH, USA). The measuring of the cross-sectional

area (S, um) of single cells and volume calculation was done like da Silva et al 2010.
2.10 Electrophysiology

Patch clamp experiments were performed at room temperature (25 + 1 °C), following
standard procedures. Electrophysiological recording of ionic channels in hWJ-MSCs was done in
the whole-cell configuration. Borosilicate glass electrodes (1.5 mm outer diameter; Sutter
Instrument, Novato, CA, USA), were pulled with a microelectrode puller (model PP-830,
Narishige, Tokyo, Japan) and had tip resistances of 3-5 mQ when filled with a pipette solution
(mM): 30 KCI; 110 Aspartate-K; 1 Tris; 5 MgCl,; 4 ATP-Na2; 2 CaCly; 5 EGTA, 0.1 GTP-
Nay,pH 7.2 with Tris-OH (285 mOsm/L). The bath solution contained (mM): 130 NaCl; 2.8 KCl,
2 CaCl,, 2 MgCl,, 10 HEPES with the pH adjusted to 7.4 using Tris-OH and osmolality adjusted
to 300mOsm/L with mannitol. The osmolality of the solutions was measured with an osmometer
(Fiske Mark3, Fiske Associates, Massachusetts, USA). Tip potentials were compensated before
the pipette touched the cell. Acquired membrane currents were measured with a patch-clamp
amplifier (EPC8 — HEKA Elektronik, Lambrecht, Germany), sampled and analyzed with an ITC-
18 interface, and a personal computer running PatchMaster Lock-In Amplifier software (HEKA
Elektronik, Lambrecht, Germany).
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2.11 Growth curves

Population-doubling assay was performed on hWJ-MSCs by passage 3 in 24-well tissue
culture plates (Techno Plastics Products, Trasadingen, Switzerland). The cells were seeded at ~5
x 10 cells/well. The culture medium was changed twice a week. Cell density was determined
using a video imaging system consisting of a CCD video camera (Moticam 2000) attached to a
Leica DMIL inverted microscope (Leica) and evaluated by counting the viable cells in triplicate
using trypan blue exclusion. The number of cells in every three wells, in control and in the
presence of each K* channel inhibitor (TEA, 4-AP, GB and IBTX) was counted daily for 3 days.
The cell growth curve was then drawn according to these numbers.

2.12 Data analysis

Nonlinear curve-fitting analysis (Origin 8.1 Pro, Origin Lab Corporation) were used to
perform curve-fitting procedures. Data obtained with the FACSCalibur flow cytometer were
analyzed with CellQuest Pro software (BD Biosciences, CA, USA). Unless otherwise indicated,
data are presented as the mean £ SEM of at least three separate experiments and, where
appropriate, have been analyzed using Student’s t-test or One Way ANOVA followed by Tukey
test, when appropriated. A p-value of less than 0.05 was adopted for statistically significant

differences.
3. RESULTS
3.1 hWJ-MSCs characterization

We regularly obtained plastic adherent cell populations with shape fibroblastic or
elongated, spindle-shaped morphology, with a single nucleus (Suppl. Figure 1). Cells
proliferated well in vitro, and the number of cells increased as the culture time passed.

We have showed that more than 74-90% of the obtained cells at third passage expressed
characteristic markers and had typical functional properties of MSCs. Phenotypic acquisition of
these cells at third passage (P3) was done by FACS. It was established that the P3-cells are
positive for the key specific mesenchymal stem cell phenotypic markers such as adhesion
molecules (CD44), extracellular matrix protein (CD90) and integrin marker (CD29). The

experiments revealed the presence of two cells populations. The dominant pool of the cells (74.4
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* 0.4%; n=3) possessed high-density of these antigens (the fluorescent intensity increased almost
twenty-folds, 19.3£2.1), in comparison with control level. Approximately a quarter of the cells
(25.6+0.4%; n=3) appeared to have a lower density of CD90 and CD44 with the fluorescent
intensity only 2.5 £+ 0.4 folds above control level. Integrin marker (CD29) was homogeneously
distributed among these cells, albeit at low density, with the fluorescence intensity increased
similar to that seen for subsidiary pools in case of CD90 and CD44. The cells were negative for
hematopoietic (CD34, CD45) and endothelial (CD31) markers. Thereby cell phenotype as
assessed by FlowJo analysis could be defined as CD44*, CD90*, CD29" and CD45", CD34’,
CD31 (Suppl. Figure 2).

3.2 Differentiation potency of hWJ-MSCs

We have identified in HUC a population of stem cells with the ability to differentiate into
osteoblasts, adipocytes and chondrocytes (Suppl. Figure 3). In osteogenic conditions, hWJ-
MSCs showed phosphate deposition (Von Kossa/ hematoxilin-eosin) (Suppl. Figure 3A) and
calcium salt deposits (2% Alizarin Red S, pH 4.2) that is not observed under control conditions.
In adipogenic conditions, hWJ-MSCs accumulated intracellular lipid droplets, confirmed by Oil
Red O staining (Suppl. Figure 3B). Cells cultured in chondrogenic conditions showed cartilage-

specific proteoglycan accumulation (Suppl. Figure 3C).
3.3 Expression of potassium channels

We explored the expression of some of the most representative types of K* channels in
hWJMSCs using gqRT-PCR, including slol, KCND2, KCND3, KCNS1, KCNH2, KCNH1,
KCNA7 and KCNKS5. Figure 1 shows the presence of all these channels with the exception of
KCNA7 and KCNKS5. The slol or Maxi K channel is the most abundantly expressed in the hwWJ-
MSCs.
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Figure 1. mRNA expression of K* channels in hWJ-MSCs. The data (mean + SD) were acquired by gRT-
PCR (n = 3 assays) using different umbilical cords (n = 3) and normalized with GAPDH.

3.4 RVD of single hWJ-MSCs

The examination of RVD was done using single hWJ-MSCs with simple geometry
(N=103) (Figure 2A). From the prepared P3 cell suspension, we usually used for the
experiments round cells which are quickly attached to the bottom of the camera. Then they were
subjected to osmotic shock (300-200 mOsm) or 33% of ion reduction in iso-osmotic conditions
in the absence and presence of inhibitors. To characterize RVD, we used relative units to
determine maximal swollen volumes, Vma, (0.5-2 minutes after osmotic shift), rates of cell
shrinkage, and final volumes attained by the end of the measuring period (20-30 min after the
osmotic shift). The addition of all used in our experiments ion channel inhibitors practically

abolished RVD similar no hypo- and iso-osmotic condition.
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Figure 2. Blockade of K* channels hinders volume recovery of the hWJ-MSCs after an osmolar change.
The RVD after the hyposmotic switch from 300 to 200 mOsm/l was recorded in cells from umbilical
cords (n = 3) and calculated as described in the text. The experimental groups were as follows. A:
Control, n=103 cells B: 10 mM TEA, n =70 cells. C: 5 mM 4-AP, n =75 cells D: 100uM GB, n=67 and
E: 100 nM IBTX, n = 37 cells. The horizontal line shows the exposure to hypotonic medium. Dashed
curve demonstrate the exponential kinetic of cell volume restoration. The decreasing part of the volume
recovered process in the absence of cell permeability inhibitors was fitted well with a single-exponential

— _ *nh2 /Trec
Voo + (Vmax Voo) € , Whel’e tz

started; Vi is the cell volume at the time, L ; V. is an attainable restored cell volume at the end of the

function: Vi is the time since the process of the volume decreasing

RVD process; Vi is the maximal cell volume under osmotic challenge. The characteristic time, T’eC, of
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the process is equal to the time required to restore approximately 63% of the altered volume, in other

—ala
words, when (Vi =V ) Ve —=V..) =€ ~ 0.3679 . N is a number of cells in the experimental groups.

The data are presented as mean = SE. *The difference between the volume of the whole populations of
cells treated by inhibitors and the control is significant at p < 0.05.

3.5 Electrophysiology

Electrophysiological recordings were performed using ball-shaped cells obtained after
trypsin - EDTA treatment. Membrane currents were elicited by the voltage protocol elicited by
300-ms voltage steps between —20 and +60 mV from a holding potential of —40 mV. The
electrophysiological recording presents, at least, three different profiles compatible with: (i)
noisy current as a Maxi K current (BK or Kca) (Figure 3A); (ii) transient outward K* current
(Ito) (Figure 3B); (iii) a slower activating delayed rectifier (Kpry (Figure 3C). Since all these
are outward currents in the range of voltages tested, all of them seem to be carried by K*.
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Figure 3. hWJ-MSCs present at least three different outward K* current components. A: Noisy
current compatible with BK channels (n = 9 cells) B: Transient outward current compatible with
Kv4 channels (n =9 cells). C: Delayed rectifier current compatible with Eag/erg channels (n =9
cells). Right panels show the corresponding current-voltage (I-V) relationships.
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Figure 4A illustrates the classical traces recorded in an hwJ-MSC, which correspond to the
K* currents described above in Figure 3. The Ca®*-dependent K* channels blocker IBTX (100
nM) (Figure 4C), and the classical voltage-gated potassium channel blocker 4-AP (5 mM)
(Figure 4D), remarkably reduced the magnitude of the outward currents activated by the
depolarizing voltage steps. Qualitatively similar results were obtained under influence of TEA
(10 mM), other widely used inhibitor for voltage-gated K* channels (Figure 4E).
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Figure 4 A: Representative current recording and current-voltage relationship of peak and steady
state currents in control conditions; B I-V relationships C: Current recordings in control and in
the presence of the different inhibitors in the presence of 100 nM IBTX; D: 5 mM 4-AP, and E:
10 mM TEA (n = 6-9). Data are mean + SEM. F: I-V relationships in control conditions, in the
presence of 100 nM IBTX, 5 mM and 10 mM TEA 4AP.
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3.6 Proliferation

The growth pattern of hWJ-MSCs was analyzed during 96h. Under control conditions a
biphasic cell proliferation profile was observed. The four K* channels inhibitors (IBTX, 4-AP,
TEA and GB) impaired proliferation in different manner. Whereas IBTX sustainably stopped
cell proliferation after the first phase (72hs), TEA induced a slow decrease in the number of
viable cells in culture, and 4-AP and GB drastically decreased the cell number at the end of the
fisrt phase (Figure 5). All inhibitors showed significant difference compared to control in time

of 96 hours.
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Figure 5. Time course of hWJ-MSCs proliferation. Cell proliferation was assayed in duplicate using 24-
well plates and different umbilical cords (n = 3). The growing curves were initiated with ~1x 10° cells for
each condition and viability at the indicated times was evaluated by the tripan blue method in control (no
inhibitors), or in the presence of the K* channel blockers 5 mM 4-AP, 10 mM TEA, 100 uM Gb or 100
nM IBTX. Data are mean + SEM, different letters indicate statistical difference (p < 0.05) compared to
the control. Two way ANOVA followed Bonferroni test, p< 0.05
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4. DISCUSSION

The interest for to study human Wharton jelly mesenchymal stem cells (hWJ-MSCs)
burgeoned because they retain some of the inherent properties of embryonic stem cells: to renew
and differentiate into various lineages of tissues, including adipocytes, chondrocytes, osteocytes,
cardiomyocytes, and neurons. For these reasons, hWJ-MSCs have drawn considerable interest as
useful materials for tissue engineering and cell-based therapy. Wharton jelly mesenchymal stem
cells reside in specialized microenvironments (niche) in the cord tissue but they can undergo
osmotic perturbations either under isotonic environment due to changes in intracellular
concentrations of osmolytes or in hypo-osmotic conditions as consequence of water and salt
imbalance. Umbilical cord compression and in a case of a large volume of fluid used during
critical illness provided the high water permeability (Lang et al., 1998; McManus et al., 1995).
Therefore, to study the behavior of these cells during the isolation, cultivation and modeling of
abrupt changes in the physiological parameters of the environment is of particular interest. Cell
membranes are completely permeable to water molecules through aquaporins and by simple
diffusion, but almost impermeable for charged molecules (Reuss, 2012). Therefore, changing the
osmotic pressure gradient across the cell membrane leads to the transport of water molecules and
ions according to the gradient.

Water and channel-mediated trans-membrane ions movement is a key process in recovery
of volume by swollen cells under hypo-osmotic stress. Despite of spectacular progress in the
study of the diversity of the channels, their participation in mesenchymal stem cells homeostasis
and volume regulation has not been yet well studied.

In this report, we has been shown that obtained cells at third passage expressed
characteristic markers and had typical functional properties of hMSCs, including differentiation
capacities (Supplementary Figure 2 and 3). Also, we demonstrated that several K™ channels at
the mRNA were present in undifferentiated hWJ-MSC (Figure 1). A maxi-K (potassium large
conductance calcium-activated channel, subfamily M, beta member 1), responsible for
iberiotoxin-sensitive outward current was highly expressed. The presence of potassium voltage-
gated channel subfamily S (Kv9.1) member 1, known like KCNS1, also was confirmed, albeit in
lower intensity. The observation that hWJ-MSCs do not express either KCNK5 or KCNA7
channels (Figure 1), which are present in MSCs derived from human umbilical vein (Park et al.,

2007), opens the possibility that the distinct immunoregulatory properties — which have been
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described in MSCs from different sources — rely in fine-tuned rapid processes of K" movements
across the membranes (Kuras et al., 2012). Therefore, distinct K* channels expression could help
choosing the more appropriate MSCs in different and specific research and therapeutic strategies
(Hoogduijn et al., 2014).

The hWJ-MSCs in suspension (in vitro) are spherical and are subject to radial
deformations during hypo-osmotic (66% of control) conditions. Firstly the volume of cells is
growing due to osmotic transmembrane water fluxes from surrounding extracellular fluid, but
then the cells lose water jointly expelling intracellular solutes by presumably volume-sensitive
channels and begining to shrink. This process called regulatory volume decrease (RVD) (
Hoffmann et al., 2009). Under the influence of 200 mOsm hypotonic solution, hWJ-MSCs
initially showed the mild swelling t0 Vpmax (113£3%) and then gradually recovered their pre-
swelling volume. The characteristic time to return to the initial condition was 24 + 3 min (Figure
2A). The rate of hWJ-MSC swelling after decreasing the extracellular osmolarity was
comparable to other types of cells (Vazquez et al., 2001; da Silva et al., 2010). It was very
similar to behavior of Jurkat lymphocytes which undergo RVD in the same condition and
responded to a mild (~33%) osmotic shift from 300 to 200 mOsm. The homeostasis change leads
to 10-20% for hWJ-MSCs and 20-25% to Jurkat cells swelling. Both cases show that these cells
are not behave as nearly perfect osmometers and can not increase the volume as it is occur for
red blood cells (George, 1948). This difference depends apparently on the physico-chemical
properties of the cells membrane. The maximal swollen volume, V., is reached by hwJ-MSCs
after a few minutes in response to a 33% of osmotic disbalance. After that not burst cells
promoted shrinkage in hypo-osmotic conditions within 21-27 minutes and initial volumes are
attained but not completely by the end of the measuring period (30 min after the osmotic shift)
(Figure 2A). So we have demonstrated that hWJ-MSCs are able to undergo RVD.

We have found that 4-AP presumably inhibited cell volume normalization
nonspecifically and TEA, classical inhibitors of voltage-gated potassium channels, significantly
altered hWJ-MSC response to a hypotonic challenge. Rather than return to the original volume,
they on the contrary start to increase the volume of the cell. The peak volume in hypotonic
solution (Vmax) was dependent on the type of inhibitor. In the presence of 4-AP the amplitude of
the initial cells quick swelling reached ~ 60% of the control value, but then continue very slowly

(~0.1%/min) or considerably (~1%/min) increase in the presence of 4-AP and TEA, respectively.
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In the latter case, the cell volume reached ~113% of control levels at 20 min and continued at
this level for the entire recording period (Figure 2C and B). In the presence the Glibenclamide
(Gb) inhibitor of ATP-dependent K" channels (Kir6.x) in bath solution (Figure 2D), the V.,
was 110 £ 0,8 of its pre-swelling volume, about 3% lower the control group. In this case (Gb) the
V; (115£1,2; N=67), still elevated. The download RVD by glibenclamide (GB) 100 pM
confirmed that inhibition occurs nonspecifically, because GB may block several ion channels,
including ATP-sensitive K* channels (Kir6.x) significantly, CFTR channels, Ca®*- activated and
swelling-activated CI" channels (Verkman, Galietta, 2009). Already in the case the IBTX added
in the bath solution, the cells showed a reduction of percentage of the initial volume (volume
after osmotic change), 106+0.9 showing a less of ~ 7% compared to control. The V,,, was 115 +
0,8, N=37 of its pre-swelling volume (Figure 2E). The responses of hWJ-MSCs to a hypo-
osmotic challenge in vitro in the presence of IBTX was suppressed and may revealed the
presence of large conductance calcium-activated potassium channels Maxi-K* (KCal.1 or BKc,).
So the inhibition of K* channels abolished regulatory volume decrease (RVD) and demonstrate
the importance of hWJ-MSC plasma membrane K* channels in RVD (Figure 2A-E). The
experiments presented in Figure 2 point to a possible hierarchy of this ensemble of channels in
RVD. The continuous swollen when BK channels were blocked (Figure 2E), in contrast with
preservation of the increased volume with time when either eagl/ergl (Figure 2B), Kv4.2/Kv4.3
(Figure 2C) or Kir6.x (Figure 2D), were blocked are suggestive of a distinctive and master role
playing by BK. It can be proposed that this role is linked to their greater expression (Figure 1)
and a possible larger ability to extrude K* as a result of an increased open probability due to the
raise of intracellular Ca®* that takes place after a hypotonic jump (Sand et al., 2004).

The decrease in maximal amplitude of the initial cell swelling observed in the presence in
a bath solution of TEA and 4-AP no moment of beginning of hypo-osmotic stress (compared to
controls) may indicate the ability of cation channel blockers to decrease the primary sharp water
influx. This suggestion is consistent with the observation that TEA can block not only Kv and
Maxi K* channel but the water flux through aquaporin-1 channels directly (Detmers et al., 2006).

Activity of ion channels is one of the key factors that controlled volume regulation.
Swelling-activated K* channels, which mediate RVD, are found in most cell types. Our data
confirmed that K* play important roles in hwWJ-MSCs volume regulating. In all case of inhibition

of potassium channels we have not observed a normalization of cell volume in a hypotonic
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environment. The potassium channels blocking do not allow to cells return to their original
volume apparently shared by inactivating of ion channels and enabling ions to move along their
concentration gradients. For the first time, the capacity of hWJ-MSCs to undergo RVD after
hypotonic challenge, albeit not full, has been demonstrated. This method permitted us to show
the presence and importance for correction of volume — TEA and 4-AP sensitive K™ ion channels
(both 4-diaminopyridine and TEA effectively blocks Ikpr) and IBTX the hWJ-MS cells K exit
through ion channels contributes to cell shrinkage and decreases intracellular K (+)
concentration, which in turn favour RVD. lon transport inhibitors altered all phases of regulatory
volume decrease (RVD) of hWJ-MS cells, rate of initial cell swelling, Vs and volume
recovery. Effects were dependent on type of inhibitor. Participation of aquaporins in RVD was
suggested previously (10mM TEA) (Muller et al., 2008).

Whole-cell patch clamp confirmed the presence of K* currents in hWJ mesenchymal
cells. We were found some functional voltage-gated potassium channels in human Wharton jelly
mesenchymal stem cells (hWJ-MSCs). Three components of ionic currents, the same like was
shown for mesenchymal cells from umbilical cord veins (Park et al., 2007), were activated by
the depolarizing voltage steps in representative hWJ-MSCs under iso-osmotic conditions
(Figure 3A-C).

Most hWJ-MSCs (more than 50%) showed a rapidly activating current with noisy
oscillation at +40 to +60 mV, similar to a Ca®*-activated K* current (MaxiK, Ixcar1) reported by
Heubach et al., 2004 (Figure 3A) — together with its highest mRNA expression among other
different K channels (Figure 1), points to its possible important role in the functional
characteristics of hWJ-MSCs. In other cells that are constantly submitted to sudden changes in
osmolality, such as the intestine epithelial cells of some marine fishes (Lionetto et al., 2008), BK
channels are specifically activated after a hypotonic jump.

Besides the high-conductance IBTX-sensitive BK-mediated currents (Figure 4C upper
traces), we demonstrated the existence (Figure 4D middle and 4E) bottom traces) of both: (i)
the transient outward K" currents carried by the 4-AP-sensitive voltage-gated Kv4.2 and Kv4.3
proteins (Dixon et al., 1999), and (ii) the delayed rectifiers K* currents sensitive to TEA, which
could be related to the eagl and ergl channel proteins. These channels have been associated with

a myriad of physiological processes, including cell proliferation, in a great number of excitable
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cells that have a fine tune regulation of their membrane potential and intracellular Ca** (Ludwig
et al., 2000).

In all cells, we detected a rapidly activated transient outward K* current (ly,) activated by
the voltage protocols (Figure 4D). Other cells demonstrate a gradual activating current at
potentials between +20 and +60 mV, similar to a delayed rectifier K* current (KCNS1, Ixpr) or a
rapidly activated outward current (Figure 4E).

Ikor Were totally suppressed by tetraethylammonium (10mM TEA), Ito current was
inhibited by 4-aminopyridine (5mM), and Igkca Was sensitive to a specific blocker - iberiotoxin
(0,AmM) and TEA (10mM) (Figure 4E). The addition of 10 mM TEA substantially reduced the
magnitude of the outward current activated by the depolarizing voltage steps. The effect was
rapid and reversible and the current was recovered after drug washout for 5 minutes.
Qualitatively similar results were obtained under the influence of another widely used inhibitor
for voltage-gated potassium channels, 4-AP (5 mM). Figure 4D shows the integral results of the
influence of TEA and 4-AP on the current-voltage relationships. The effects of the drugs were
pronounced at positive potentials. The inhibited fraction of the membrane current slowly
increased with potential in the presence of 4-AP (Figure 4F, open square), and strongly, under
influence of TEA (Figure 4F, open triangle) and IBTX (Figure 4F, open circle).

In addition, we found that the K™ channel blockers TEA, 4-AP, GB and IBTX inhibited
hWJ-MSCs cell proliferation. Then the involvement of potassium channels in regulation of cell
proliferation in hWJ-MSCs was confirmed by our above experiments. Several studies show that
progression through the cell cycle is linked to preservation of the fine tune control of the ion
permeability of the plasma membrane and, conversely, that pharmacological blockage of ion
channels may lead to inhibition of cell proliferation and growing ( Spitzner et al., 2008). Our
data suggest that the effect may be caused by disruption of cell volume control.

Our results confirm the presence of some types of K channels in hwJ-MSCs and
suggest that these functionally expressed potassium channels play important role in volume
regulation of hWJ-MSCs.
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Figure S1. Image showing morphology of adherent hWJ-MSCs on third passage. Scale bar: 100um.
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Figure S2. Characterization of hWJ-MSCs. Flow cytometry analysis showing the immunophenotype
hWJ-MSCs that were obtained from the homogeneous confluent monolayer at the end of the third

passage.

Abbreviations:

hWJ-MSCs,

isothiocyanate; PE, phycoerythrin.

Wharton Jelly from umbilical

cord, FITC,

fluorescein
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Figure S3. Three-lineage differentiation of hWJ-MSCs. A: hWJ-MSCs at passage third were cultures 3
weeks in medium for osteogenic differentiation (bone) evaluated with Von Kossa staining. B: Cells were
cultured for 14 days in medium specifically designed for adipogenic differentiation (fat) and revealed
with Qil red O staining. C: Chondrogenic differentiation (cartilage) was performed culturing hWJ-MSCs
more than 3 weeks in specific culture conditions and revealed with Alcian blue.

Table S1. Primers used at RT-PCR.

Gene Channel Accesion N’ Amplicon

size (bp)
Slol MaxiK/BKca or | NM 001014797.2 112

KCal.l

KCNS1 Kv9.1 NM 002251.3 87
KCNH1 Kv10.1 (eag) NM 002238.3 73
KCNH2 Kv11.1 NM000238.3 64
KCND2 Kv4.2 NM 012281.2 60
KCND3 Kv4.3 NM 004980.4 74
KCNA7 Kv1.7 NM 031886.2 170
KCNK5 K2P5.1 NM 003740.3 88
GAPDH [ NM 002046.4 122

Slol, human large-conductance potassium channel; KCND, KCND3, KCNH2, KCNH1, KCNA?7,
KCNKS5, voltage-gated potassium channel; KCNS1, voltage-gated potassium channel delayer-rectifier
and GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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6. CONCLUSOES

v As células obtidas da géleia de wharton do corddo umbilical humano apresentam fenétipo
caracteristico de células-tronco mesenquimais (hWJ-MSCs);

v" As hWJ-MSCs apresentam mecanismo de regulacdo de volume;

v" A RVD presente nas hWJ-MSCs foi suprimida na presenca de inibidores de canais de
cloreto e de canais de potassio,

v Os inibidores de canais de cloreto e de canais de potassio influenciaram diferencialmente,
0 volume méaximo alcangado (Volns), sugestivo de alteracdo no funcionamento das
aquaporinas;

v Os inibidores de canais de cloreto interferem na progressdo do ciclo celular mantendo as
ceélulas na fase GO/G1,;

v A proliferacdo das hWJ-MSCs depende da ativacdo dos canais de potassio e dos canais
de cloreto participantes na RVD, portanto, inibidores destes canais, podem interromper o
ciclo de divis&o dessas células;

v' As hWJ-MSCs expressaram 0s canais potassio (MaxiK, KCND2, KCND3, KCNS1,
KCNH2 e KCNH1) e de canais de cloreto (pl-VDAC e CLCN3).

v" As hWJ-MSCs apresentaram trés perfis de correntes i6nicas compativeis com: Maxi K
(BK ou Kca); corrente transiente rapida de saida do potassio (li,) € uma corrente de
retificacdo tardia (Kpg).

v Os canais de potassio dependentes de voltagem (K,), canais de potassio dependentes de
ATP, ativados por célcio de alta condutancia (BKa) e canais de cloreto participam no
mecanismo da RVD e proliferacdo das hwJ-MSCs.
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ANEXO A: Parecer do comité de ética em pesquisa da UFPE
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: ESTUDO DOS CANAIS IONICOS NO PROCESSO DE PROLIFERAQAO E
REGULACAO DO VOLUME EM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS
Pesquisador: GISELY JULIANE BARBOSA DE ALBERTIM
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 49503715.0.0000.5208

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.309.879

Apresentagio do Projeto:
O projeto faz parte de uma linha de pesquisa ja bem estabelecida, com um historico que remonta as origens
da area de Biofisica em nossa instituic3o. Agora, acrescida de novas abordagens metodologicas.

Objetivo da Pesquisa:

Células tronco mesenguimais, oriundas de corddo umbilical, sdo o foco do estudo, em relac3o aos canais
idnicos e ao processo de proliferacdo celular e regulagdo do  volume.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo pequenos, considerando que o corddo umbilical coletado seria sumariamente descartado.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O tem é relevante e original.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos em ordem.

Recomendacoes:
Aprovac3o

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-500
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (31)2126-3588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Programa de Pés-graduacdo em Inovagdo Terapéutica. Tese. Gisely Juliane Barbosa de Albertim



ALBERTIM, G.J.B Estudo dos canais idnicos no processo de proliferagdo e regulagdo do volume em células......162

Somie e bics S8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
i B PERNAMBUCO CENTRODE QRGN ° ™
ciumonse @4 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

saree Humanos

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovacéo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVA(;AO DEFINITIVA do projeto so sera dada apds o envio do Relatorio Final da pesquisa. O
pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via “Notificacdo”, pela
Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatorio Final®, disponivel no site do
CEP/CCSI/UFPE. Apos apreciag@o desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informames, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber nisco ou dano ndo previsto ao voluntario parficipante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacoes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugio, & obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacdo (item X.1.3.b., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCSAJFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item VV.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel dofa pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adeguadas frente a evento adverso grave ocommido (mesmo que tenha sido

em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Enderego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala £, Predio do CCS

Bairro: Cidade Unwerstaria CEP: 50.740-800
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (21)2128-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBLUCO
DEPARTAMENTO DE BIOFISICA E RADIOBIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucdo 466/12)

Convidamos a Senhora para participar como voluntaria, da pesquisa “Estude dos canais idnicas no
processo de proliferagdo e regulagdo do volume em células-tronco mesenguimais humanas” que esta sob a
responsabilidade da Pesguisadora: Gisely Juliane Barbosa de Albertim. Telefone para contato: (E1)
997476537), e-mail: giselybiom@hotmail.com, endereco: Rua 24 Namero 16, Maranguape 1, CEP: 53444-
310, Paulista — PE, e estd sob a orientacdo do Prof. Dr. Cldudio Gabriel Rodrigues, Telefone: (81)
299282624, e-mail: cgrufpe@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que nao lhe seja compreensivel, as
duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e somente ao final, guando todos os
esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrigue as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficard com a
pesquisadora responsavel.

Caso ndo concorde em assinar este documento, ndo havera problema nenhum. Caso assine este
documento agora e desista depois, tambem ndo havera penalidade alguma. 5e vocé por acaso desistir sera
necessario apenas fazer uma comunicacdo verbal ou escrita ao responsavel pela pesquisa.

As informacdes obtidas através desta pesquisa, bem como sua identidade permanecerdo sob
rigoroso sigilo. Os resultados obtidos serdo registrados em um computador e ficardo armazenados por
cinco (05) anos no Laboratdrio de Biofisica das Membranas e células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov do
Departamento de Biofisica € Radiobiologia da UFPE. Os resultados poderdo ser utilizados somente para fins
de pesquisa, no entanto, sua identidade como doadora do corddo umbilical sera totalmente preservada.
INFDHMHCEIES SOBRE A PESQUISA:

Mome da pesquisa: “Fstudo dos conais idnicos no processo de proliferacdo e regulagdo do volume em
celulas-tronco mesenquimais humanas”

Local do estudo: Laboratorico de Biofisica das Membranas e células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov do
Departamento de Biofisica & Radiobiologia, localizado no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Permnambuco (UFPE). Avenidas das Engenharias, 5/N, 12 andar do Centro de Ciéncias da Salde,
Cidade Universitdria, Recife, PE. 50670-901. Fone: (81) 2126 B535.

Pesquisador responsavel: Gisely Juliane Barbosa de Albertim, estudante do Curso de Pos-Graduagdo em
Inovagao Terapéutica da UFPE.

Professor orientador: Claudio Gabrigl Rodrigues, Doutor do Departamento de Biofisica e Radiobiclogia.

O que sera feito na pesquisa:

1- Somente apds seu consentimento de doadora pegaremos o corddo umbilical do seu recém-nascido para
usa-lo neste estudo;

2- Colocaremos o corddo umbilical em um recipiente com liquido conservante e o levaremos em caixa de
transporte de orgdo até o Laboratorio de Biofisica das Membranas e células-tronco Dr. Oleg Krasilnikow;

3- No Laboratdrio vamos retirar as células-tronco do corddo umbilical & as deixaremos em garrafas
especiais por no maximo 45 dias. O restante do corddo umbilical serda queimado em um equipamento
chamado incinerador;

4- Durante 45 dias as célulastronco serdo observadas com microscopio para estudarmos as mudancas de
tamanho e formato quando elas forem banhadas por solugdes contendo substdncias que atuam em
algumas partes da célula.

5- Depois dos 45 dias as células-tronco serdo também queimadas no incinerador.

Riscos e beneficios: Essa pesquisa limita-se ao estudo das alteragdes que podem ocorrer apenas nas

células-tronco do corddo umbilical humano. Os riscos serdo agueles relativos aos procedimentos médicos
normais durante uma cirurgia de parto cesareo. Em nenhum momento serd realizado quaisquer tipos de
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procedimentos diretos ou indiretos no sew corpo, além dagueles que normalmente ocorrem no parto
cesareo. Deste modo vocé nao estara alterando os riscos inerentes da sua cirurgia, caso aceite participar
voluntariamente da pesquisa. Mesmo assim para diminuir ainda mais os riscos, a cirurgia cesariana sera
realizada por profissionais altamente gualificados, e em ambiente hospitalar com todos os equipamentos
necessarios para atendé-la caso ocorra algum imprevisto. Antes do parto, de forma muito confortavel,
amigavel e respeitosa, a pesquisadora conversard com vocg, para tranquilizd-la com respeito & cirurgia de
uma forma geral. Mo entanto, eventualmente podera ocorrer algum constrangimento psicalégico causado
pela presenca da pesguisadora na sala de cirurgia durante o parto. Visando diminuir este eventual
constrangimento, figue ciente que a pesquisadora agird com tranguilidade & de maneira adequada, pois,
ela &€ mde & também ja passou por parto cesareo. Vocé sera bensficiada com esclarecimentos e
orientacdes por parte da pesquisadora que além de jé ter passado por parto cesareo, também ja
presenciaram muitos partos cesareos e poderdo, portanto, aconselha-la adequadamente. Os resultados da
pesquisa poderdo ajudar futuramente a compreender melhor as aplicacdes terap&uticas das células-tronco
em humanos. Voo ndo recebera nenhuma ajuda financeira por sua participacdo nesta pesquisa.

Quem pode doar o corddo umbilical: Gestantes maiores de 18 anos e que ndo tenham sido
diagnosticadas com doengas infecto-contagiosas durante a gravidez. Nao participardo da pesquisa as
gestantes menores de 18 anos.

Viorg receberd uma copia deste documento e podera solicitar mais informacdes a gualguer
maomento, contatando a pesqguisadora responsavel pelo projeto: Gisely Juliane Barbosa de Albertim,
telefones (81) 997476537, pelo endereco  eletrdanico  (email): giselybiom@hotmail.com, ou no
Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Permambuco (Avenida das
Engenharias, 5/N, 12 andar do Centro de Ciéncias da Salde, Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670~
901, telefone (81) 21268535. Vocé poderd ainda entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuce, situado na Avenida das Engenharias, 5/N, 12 andar do Centro de
Ciéncias da Saude, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: {81} 2126 8588, email:
cepccsiufpe.br.

COMNSENTIMENTO DA P.ﬁ.RTICIF’A{.ED DA PESSOA COMO VOLUNTARIA

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos a leitura
{ow a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas dividas com a pesquisadora responsavel, concordo em participar do Estudo dos canais idnicos no
processo de proliferagdo e regulagdo do volume em células-tronco mesenguimais humanas, como
voluntaria. Fui devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora sobre a pesquisa, os
procadimentos nela envolvidos, assim como as possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualguer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade.

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do voluntario
em participar.

MNome do participante Aszinatura do Padente Local, Data
LETRA DE FORMA

Meme da Testemunha

LETRA DE FORMA Assinatura da Testemunha

Local, Data

MNome da Testemunha Assinatura da Testemunha Local. Dt
LETRA DE FORMA ocal, a
Mome do Pesquisador Assinatura do Pesguisador Local, Data

LETRA DE FORMA
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