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RESUMO

Canais idnicos sao proteinas integrais, formadoras de poros na membrana plasmatica das
células e sdo de extrema importancia para as fungdes intra e extracelulares. Os poros
ajudam no transporte rapido e seletivo dos ions, nutrientes e metabolitos pela membrana
plasmatica, portanto estdo diretamente relacionados a diferentes fungées no organismo
como, transmissao sinaptica, contracdo muscular, secrecao hormonal, regulagao do volume
celular, proliferagao celular e diferenciacao.

Podemos classificar os canais ibnicos de acordo com seu principal estimulo para ativagéo:
temos os canais ativados por ligantes intracelulares, canais ativados por ligantes
extracelulares, canais de potassio e cloreto ativados por calcio, canais sensiveis a acidos e
canais dependentes de voltagem (Na’, K, Ca* e CI). Os canais ibnicos tém sido
extensamente estudados, e novas informagdes vém sendo acumuladas nos ultimos anos,
mostrando a importancia da participagdo destes canais em processos relacionados a
homeostase, como também sua contribui¢gdo na proliferacéo e diferenciacao celular.

Nesse trabalho procuramos identificar os niveis de RNAmM em quatro tipos de canais ibnicos,
canal de potassio de alta condutancia ativado por calcio (MaxiK), canal aniénico dependente
de voltagem (pl-VDAC), Canal de cloreto ativado por calcio (CLCA1) e Canal de potassio
dependente de voltagem (hEAG1) nas células-tronco mesenquimais de cordao umbilical, a
partir da geléia de Wharton (hwCTMs), nas diferentes fases do ciclo (G0/G1, S e G2/M) e
diferenciagdo celular (adipo- e osteogénica), visando contribuir no processo de terapia
celular.

O RNA total de hwCTMs foi extraido utilizando RNeasy mini kit (QIAGEN). O RNA transcrito
em cDNA com superScript reverse (Invitrogen). PCR em Tempo Real foi realizada no ABI
prisma 7500 (Applied Biosystems) usando supermix UDG (Invitrogen). Em acordo com os
dados publicados, o estimulo osteogénico originou caracteristicas osteoblasticas das células
comprovadas por coloragao histoquimica (alizarin red S) onde se observou o aparecimento
células alongadas com presenca de granulagbes escuras (cristais de hidroxiapatita) na
matriz extracelular. A comprovacao da diferenciacdo adipogénica foi feita por coloragao
histoquimica com oil red O, mostrando células com morfologia mais arredondada e presenca
de vacuolos de gordura.

Estabelecemos que entre os quatro canais estudados, dois, CLCA1 e hEAG1, ndo se
expressaram, enquanto a expressdao dos MaxiK e pl-VDAC foi consideravelmente alto
atingindo ~10% do valor de housekeeping gene Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). Encontramos que a expressdao dos MaxiK e pl-VDAC
aumentaram durante a progresséo do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) nas hwCTMs.

Detectamos que a diferenciacdo muda a expressao dos canais MaxiK e pl-VDAC de
maneira oposta: o canal MaxiK aumenta enquanto que o pl-VDAC diminui.

Os dados ampliam o conhecimento sobre os tipos dos canais idnicos e o nivel da expressao
nas hwCTMs aumentando a compreensao da biologia de células-tronco mesenquimais.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; Geléia de Wharton; canais idnicos; ciclo
celular; diferenciacao.



ABSTRACT

lon channels are integral proteins, forming pores in the plasma membrane of cells.
They determine and regulate the rapid and selective trans-membrane transport of
ions, nutrients and metabolites. lon channels can be classified according to activation
stimulus: chemical (intracellular or extracellular), including Ca®* and pH; mechanical
(stretch-activated channels) and electrical (voltage-dependent ion channels, such as
well known Na*, K* , Ca®* and CI" channels). The information accumulated during last
two decades shows the importance of participation of ion channels in cell
homeostasis and indicate their significant contribution in proliferation and
differentiation.

In the present study we have investigated mRNA levels of four (MaxiK, pl-VDAC,
CLCA1 and hEAG1) ion channels in individual mesenchymal stem cells of Wharton's
jelly human umbilical cord (hwMSCs) at the different phases of the cell cycle (G0/G1,
S and G2 / M) and under adipodenic and osteogenic differentiations. The
differentiation was confirmed by morphological and histochemical analysis.
Specifically, the osteogenic stimulus originated the appearance spread-eagle
elongated cell and the presence of dark granules (hydroxyapatite crystals; Alizarin
Red S staining) in the extracellular matrix. The adipogenic stimulus yields to round-
shapes cells with fat vacuoles, which were confirmed by Oil Red O staining. RNA
from individual hwMSCs was extracted using RNeasy micro kit (QIAGEN) and
transcribed with SuperScript reverse (Invitrogen). Real-Time PCR was performed on
the ABI Prism 7500 (Applied Biosystems) using Supermix UDG (Invitrogen).

As a result we have established that in hwMSCs only two (MaxiK and pl-VDAC) of
four ion channel genes studied are expressed at significant level. The expression of
MaxiK and pl-VDAC channels was increased during the progression of cell cycle
(G0/G1, S and G2/M). Differentiation has considerable influence at the ion channel
expression level also. The expression of MaxiK was found increased, whereas the
expression of pl-VDAC channel was decreased during adipogenic as osteogenic
differentiations.

The data extend the knowledge about the types of ion channels and the level of
expression in hwCTMs increasing understanding of the biology of mesenchymal stem
cells.

Keywords: Mesenchymal stem cells; Wharton Jelly, ion channels, cell cycle,
differentiation



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP Adenosina trifosfato
AMPc Adenosina monofosfato ciclico
GMPc Guanosina monofosfato ciclico
MaxiK Canal de potassio de larga
condutancia ativado por calcio
PI-VDAC canal anibnico dependente de
voltagem
CLCA1 Canal de cloreto ativado por calcio
hEAG1 Canal de potassio dependente de
voltagem
FR Fibrose cistica
MP Membrana plasmatica
CT Células-tronco
CTM Células-tronco mesenquimal
CTE Célula-tronco embrionaria
CTA Célula-tronco adulta
Ccu Cordao umbilical




1. INTRODUGAO

Os canais ibnicos sao poros constituidos por proteinas integrais presentes
nas membranas celulares e representam elementos fundamentais para o
funcionamento das células (HILLE et al, 1999). Os poros ajudam no transporte rapido e
seletivo dos ions, nutrientes e metabolitos pela membrana plasmatica, portanto estido
diretamente relacionados a diferentes fungdes fisiolégicas das células, o6rgédos e
organismos (TERLAU & STUHMER, 1998). Por exemplo, a participagdo destes
componentes nas membranas de células germinativas, gldbulos brancos e células
de glandulas enddcrinas sao importantes no processo de sinalizagao intracelular
para garantir a homeostase e contribuir para proliferacédo e diferenciacdo celular
(PARK et al, 2007).

A permeabilidade seletiva da membrana plasmatica mediada por canais,
juntamente com a diferenca de concentragao idnica, gera um gradiente de potencial
eletroquimico através das membranas bioldgicas que as células utilizam para
realizar diversas fungdes, incluindo a geragéo e propagacéo de potenciais de agao
(GOLDIN et al, 2000). Os canais i6nicos sao divididos de acordo com o principal
estimulo para sua ativagdo. Temos os canais ativados por ligantes intracelulares
(calcio, adenosina trifosfato (ATP), adenosina monofofasto ciclico (AMPc),
guanosina monofosfato ciclico (GMPc), canais ativados por ligantes extracelulares
(receptores para neurotransmissores), canais de potassio e cloreto ativados por
calcio, canais sensiveis a acidos e canais ativados por voltagem ou dependentes de
voltagem (Na*, K*, Ca* e CI') (TERLAU & STUHMER, 1998).

Os canais i6nicos possuem pelo menos dois estados: aberto e fechado
(Figura 1).

Devido as novas metodologias utilizadas nos estudos de canais ibnicos,
muitas informagdes vém sendo acumuladas nas ultimas décadas.

Pesquisas demonstraram que os canais i6nicos formam complexos com
outras proteinas integrais e periféricas conferindo especificidade e taxa adequada de
transducao de estimulo para o canal (TERLAU & STUHMER, 1998).

Nosso objetivo nesse trabalho foi identificar a expressao génica de diferentes

tipos de canais idnicos nas células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton de
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cordao umbilical humano (hwCTMs) nas diferentes fases do ciclo (G0/G1, S e G2/M)

e diferenciacao celular, visando contribuir no processo de terapia celular.

Fechado Aberto

ExrTacailsr Exracciular

av

' 9
L 4

----- rirace il

Figura 1. O esquema demonstra do canal ibnico dependente de voltagem na membrana
plasmatica. (A) canal ibnico fechado com os segmentos S4 (carregado positivamente) perto
do lado intracelular. (B) na resposta da mudanca na voltagem transmembrana os segmentos
S4 sao direcionadas no sentido extracelular, causando abertura do canal (BORJESSON &
ELINDER, 2008a).

2. Revisao Bibliografica

2.1 Canais cationicos

2.1.1. Canais de potassio

Dentre todos os tipos canais ibnicos conhecidos, os canais de potassio sdo os
que apresentam o maior grupo e é o mais diversificado, apresentando cerca de 70
locus conhecidos no genoma de mamiferos (GUTMAN et al, 2005). Este canal

compartilha uma propriedade comum, sdo seletivos aos ions K.

2.1.1.1 Canal de potassio dependente de voltagem (Kv)

Os Canais de potassio dependentes de voltagem € o maior e mais diversificado

dentro das subfamilias dos canais de potassio, composto por 40 membros, divididos
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em 12 subfamilias (Kv1-Kv12) (Figura 2). Essas subfamilias sao divididas de acordo

com a similaridade entre as sequéncias de aminoacidos.

Kw5.1 [MCHF1, 2p25)
KvZ.1 RCNB1, 20q13]
[ Kw2.2 [KCHBEZ, 8g13]
KwB.d [RCNGI, 2p21]

— KvB.1 [KCNG1, 20q13]
I KvB.2 [KCMNG2, 16022]
m HvE.4 [KCMNGS, 16q24)
Kv7.1 [KCNQ1, 11p15]
KwT.3 [HKMCD3, Boe]
KvT.2 MCHO2, 20013]
KwT.4 KCHI, 1p34]
Kv 7.5 KoM, Gq14]
KvB.1 [KCNv1, B022]
_: KvB.2 [KCHNWZ, Bp24]
Kv9.3 [KCNS3. 2p24]
_I—_PWE‘.E [KCM52, 8322]
Kv3.4 [KCNGE, 1p27] Kv.1 [KCNS1, 20g12]
Kw3.2 [KCMCE, 19q13]
Kw3.1 [KCHCT, 11p14]
Kwd. 3 [KONG3, 18q13)
Kvd. 1 [KCND, Xpi1]
[ i Kvd 2 [KCNDZ, To31)
Kvd.3 (KCNDE, 1p13)
Kvwl. 7 [mCnaT, 19913
Kwl.4 [KCnAas, 11p14]
Kv1.6 [KCNAB, 12p13)
Kv1.3 [RCSMAS, 12p13]
Kv1.8 [KCHA1D 1p13]
Kw1.2 [MCMAZ, 1p13)]
Fwl.1 [KCHAaT, 12p13]
Kv1.3 [KCNA3, 1p21]

Kv12.2 [elk-2, KGNH3, 12g13]
Kv12.1 [elk-1. KCMHE, 3p24)
_: Kv12.3 [elk-3, KCNH4, 17921]
Kv10.1 [eag-1, KCNH1, 1932]
Kv10.2 [eag-2, KCNHS, 14523

_|_ Kv11.1 [erg-1, KCNHZ2, 7q35)
Kwv11.2 [erg-2, KCNHE, 17q23]

Kv11.3 [erg-3, KCNHT, 2g24]

Figura 2. Arvore filogenética das familias Kv 1-9 e Kv 10-12 baseada na seqiiéncia de
alinhamento dos aminoacidos e localizacdo dos respectivos genes cromossomais.
(GUTMAN et al, 2005).
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Os poros transmembrana dos Kv sdo formados por 4 subunidades a, cada
subunidade contém seis segmentos transmembrana (S1-S6). Entre o quinto e sexto
segmento, localiza-se uma espécie de lago reentrante estando relacionado com a
parte mais estreita do poro denominado filtro de seletividade (Figura 3). Todos os
canais deste tipo possuem dominios sensor de voltagem (DSVs), este confere
sensibilidade primaria para o potencial de membrana. O dominio S4 conhecido como
sensor de voltagem cerca o poro e confere dependéncia de voltagem para a
abertura do canal, possui multiplas argininas diretamente relacionadas com a
deteccdo na mudanga do potencial de membrana (BORJESSON & ELINDER,
2008a). Os canais Kv atuam em resposta a despolarizacdo e repolarizacdo da
membrana plasmatica. Além da presenca destes canais em células excitaveis estao
presentes também em células ndo excitaveis. Em diferentes tipos de células do
sistema imune, desempenham importantes fungdes na resposta imunolégica
(LAARIS & WEINREICH, 2007; LEVITAN et al, 2010).

Dominio sensor Dominio do

de voliagem . poro

Figura 3. llustragdo da organizagdo estrutural de um canal ibnico dependente de
voltagem. (A) Subunidade mostrando seis segmentos transmembrana e terminagdes
intracelulares N e C. Entre os segmentos S1-S4 temos a formagao do sensor de voltagem
(verde), com o segmento S4 carregado positivamente, S5-S6 (laranja) formam o dominio do
poro, mostrando alga reentrante que confere filtro de seletividade do canal. (B) Quatro
subunidades tetraméricas do canal idnico, formando um poro central (laranja), cercado por
quatro dominios sensor de voltagem (verde) (BORJESSON & ELINDER, 2008b).
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2.1.1.2 Canal de potassio ativado pelo calcio

Canais de potassio dependentes de voltagem e ativados pelo célcio sdo também
compostos por quatro subunidades alfa (a) apresentando seis segmentos
transmembrana por cada subunidade (Figura4 ) (LEVITAN et al, 2010). Esses
canais sdo subdivididos em dois grupos: canais de potassio de baixa (KCaZ2.1,
Kca2.2 e Kca2.3) e intermediaria (KCa3.1) conduténcia e canais de potassio de alta
condutancia representado por KCa1.1, e seus sinbnimos BKca, MaxiK e a.K.a)
(ATKINSON et al, 1991; WEI et al, 2005; WAGNER et al, 2008).

Os quatro subtipos dos canais de potassio de baixa e intermediaria condutancia
sao sensiveis ao calcio, devido a presenga da calmodulina constitutivamente
intracelular, localizada em terminagdes-carboxil, sendo atuante como ativador da
subunidade B (FANGER et al, 1999; XIA et al, 1998; SCHUMACHER et al, 2001). E
importante ressaltar que estes tipos de canais independem de voltagem, nao
apresentando o segmento S4 como sensor de voltagem.

A subunidade a dos canais de potassio de alta condutidncia possui sete
segmentos transmembrana (Figura 4). Estes canais sdo expressos pelo gene Slo
em animais (ratos e camundongos). No genoma humano é designado como
KCNMA1 (MaxiK) (SALKOFF et al, 2006). Em contraste com os canais de potassio
de pequena e intermediaria condutancia, canais de alta condutancia apresentam
segmento S4 como sensores de voltagem por isso sdo designados dependentes de
voltagem (DIAZ et al, 1998; HILL et al, 2010). Quatro isoformas da subunidade beta
(B 1-4), cada uma com 2 segmentos transmembranas podem estar associados com
a subunidade a, na proporcédo 1:1 (TANAKA et al, 2004; KO et al, 2008). Estes
canais sao ativados pelo calcio intracelular e também pela despolarizacdo da
membrana, contribuindo para manutengao do potencial de membrana nos vasos de
pequeno calibre (JACKSON, 2005).
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A K 31K,213

subunidade

S dmica

Figura 4. Caracteristicas estruturais dos canais KCa 3.1, KCa 2.1-3 e KCa 1.1.

(A) Canais KCa 3.1 e KCa 2.1-3, apresentando Unica subunidade a com seis segmentos
transmembrana (S1-S6) e uma laga reentrante entre S5-S6 formadora de poro. A
sensibilidade destes canais ao calcio é conferida pela calmodulina (CAM) ligada a
terminagdes C intracelulares. (B) Subunidade a do KCa 1.1, tendo sete segmentos
transmembrana (S0-S6), associada a subunidade B, composta por 2 segmentos
transmembrana. (7-10) Terminagdes C intracelulares bastante longas, contendo segmentos
hidrofébicos, (9-10) sdo segmentos que confere sensibilidade ao calcio (GRGIC et al, 2009).

Os canais de potassio ativados pelo calcio podem ser encontrados em
lugares diversos, com diferentes fungées no organismo humano. KCa1.1 regula o
ténus do musculo liso (KHAN et al, 2001; SPROSSMANN et al, 2009), a secrec¢do de
saliva através das glandulas salivares e o nivel de eletrdlitos ( ROMANENKO et al,
2007; PERRY & SANDLE 2009;). KCa4 encontrado no cérebro e células cardiacas
(BHATTACHARJEE et al, 2005), a expressao do canal KCa5 é restrita aos testiculos
(SANTI et al, 2009; SCHREIBER et al, 1998). Os canais de condutancia
intermediaria KCa3.1 sao expressos principalmente em células ndo excitaveis,
sendo importantes na regulagdo do volume dos glébulos vermelhos (BEGENISICH
et al, 2004; VANDORPE et al, 1998) e na ativagao dos linfocitos T (BEGENISICH et
al, 2004; GHANSHANI et al, 2000; LOGSDON et al, 1997). Canais de potassio
ativados por calcio sdo também expressos no musculo liso e vasos, regulando assim
as fungdes vasculares (FELETOU, 2009; LEDOUX et al, 2006).
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2.1.1.3 Canal de potassio dois poros (K2p)

Diferentes familias de genes amplamente distribuidos modulam o canal do
potassio dois poros, este participa na manutencido do potencial de repouso e
excitabilidade da membrana celular. O canal K2p apresentam 4 segmentos
transmembrana (TM) e duas algas as quais participam na formacédo do filtro
seletividade deste canal (2P) (Figura 5). Duas subunidades deste canal formam um
canal dimérico, diferentemente de outros tipos de canais de potassio cuja
subunidade alfa possui somente uma algca e precisam quatro subunidades para
formar um poro tetramérico (BAYLISS & BARRETT, 2008a).

Q
Vi [|[V

w R

COOH
Figura 5. Organizacao estrutural da familia dos canais K2P. (A) Subunidade a com dois
lagos reentrantes e quatro segmentos transmembrana (BAYLISS & BARRETT, 2008a).

A classificacdo deste tipo de canal baseia-se nas sequéncias homodlogas e
caracteristicas funcionais (Figura 6) (BAYLISS & BARRETT, 2008a). Os canais K2p
estdo relacionados com a regulagdo de fatores fisico-quimicos, neuroquimico-
endogeno, via de sinalizagao e drogas de relevancia clinica (BAYLISS & BARRETT,
2008a). Na arvore filogenética dos canais de potassio dominio dois-poros, quinze
(15) genes distintos estdo presentes. Este tipo de canal é subdividido em seis
grupos: TWIK, THIK, TREK, TASK, TALK e TRESK, conforme ilustrado (BAYLISS &
BARRETT 2008; MILAC et al, 2011).
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Figura 6. llustracdo das seis subfamilias que compde os canais K* dois-poros, e os 16 tipos
de genes presentes na arvore filogenética deste tipo de canal. Para classificar as
subfamilias utilizam siglas conforme descrito: TWIK, (canal de K" retificador interno); THIK,
(Canal de K" inibido por halotano); TREK, TWIK; gene; TRAAK, TWIK (canal de K*
estimulado por acido araquidonico); TASK, TWIK (canal de K* sensivel a acido); TALK,
TWIK (canal de K* ativado em pH-alcalino); e TRESK, TWIK (canal de K*, presente na
medula espinhal) (BAYLISS & BARRETT, 2008b).
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2.1.2 Canais de sodio

Os canais de sodio em seres humanos estido subdivididos em duas classes
principais.

2.1.2.1Canal para sédio epitelial (ENaCs)

Canais para sodio epitelial composto por trés subunidades diferentes
(heterotrimérica): a, B, y (gama). A subunidade a apresenta-se de forma funcional e
as subunidades B/y regulatérias. Cada uma das subunidades é composta por duas
hélices transmembrana conforme ilustrado na Figura 7 (DOMINGUEZ et al, 2008).
Estes canais auxiliam no fluxo de sédio pela camada epitelial, juntamente com
Na'/K* ATPase (ADAMS et al, 1999; BERRIDGE, 2006; KELLENBERGER &
SCHILD, 2002). Canal de sodio epitelial localiza-se na membrana apical das células
epiteliais polarizadas: em rim (tubulos coletores), célon e pulmdo (ADAMS et al,
1999).

ENaCs esta relacionado com a homeostase sanguinea, reabsorgao de ions
Na* nos fluidos epiteliais e extra-epiteliais (ADAMS et al, 1999; BERRIDGE, 2006;
KELLENBERGER & SCHILD, 2002). Foi visto que os potenciais transmembrana nao
desempenham papel na regulacéo deste tipo de canal de sédio (HUGHEY et al,
2003; DIAKOV & KORBMACHER, 2004).

outside

oO0000 00000

0000
inside

COOH N2 NH= COOH
Figura 7. llustracao da estrutura conformacional das subunidades a, B, y dos canais para

soédio epitelial. Subunidades composta por duas hélices transmembrana e terminacbes

amino e carboxi (http://en.wikipedia.org/wiki/Epithelial sodium channel).
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2.1.2.2 Canal de sédio ativado por voltagem

Os canais de sodio dependentes de voltagem sao complexos protéicos formados
por uma subunidade a, e uma ou mais subunidades 3, a semelhanca na sequéncia
de aminoacidos e o grau de identidade € o que vai determinar serem pertencentes a

uma mesma familia.

— Nayt
— Nay1.2

— e Ny 1.3

Ney7
e Nay1.4
Ney1 6
Nay 1.6
N1 8

¥ T I 1

75 80 8 20 95 100

Identidade da seqiiéncia de aminoacidos (%)

Figura 8. Dendograma ilustrando os resultados de parte das sequéncias de aminoacidos
das 9 subunidades a de Nav em ratos, mostrando similaridade das seqléncias de
aminoacidos e o grau de identidade que pertengam a uma unica familia (Nav 1.X) (GOLDIN
et al, 2000).

Quando a subunidade a é expressa nas células, esta € capaz de formar canal
de sédio dependente de voltagem, mesmo que a subunidade [, ou até mesmo
outras proteinas relacionada com a modulagdo deste canal ndo sejam expressas.
Proteinas acessorias (B, y), relacionadas com subunidades a, resultam num
complexo, podendo alterar a dependéncia de voltagem (CATTERALL, 2000a). A
subunidade a é composta por quatro dominios homaologos (I-IV), cada um com seis
segmentos transmembrana (S1-S6), representados por cilindros de 1-6, conectados
por algas intra-extracelulares na Figura 9. Entre os segmentos S5 e S6 de cada
dominio existem alcas reentrantes (alga P) que formam o vestibulo extracelular e o
filtro de seletividade do canal (CATTERALL, 2000a). O segmento S4 de cada
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repeticdo funciona como sensores de voltagem determinando a probabilidade de
mudanca conformacional e abertura ou fechamento do canal. A sensibilidade a
voltagem deste canal € devido a presenga de aminoacidos no segmento S4
carregados positivamente (CATTERALL, 2000a).

Ny " et 7

2 [ 1
Fora Vel
Dentro 1_.;;.;.?

Sensar de
Voltagem

sHH
Coy

Figura 9. Subunidade a constitutiva dos canais de Na* dependentes de voltagem, composto
por quatro dominios homodlogos (I-IV), cada um com seis segmentos transmembrana (S1-
S6), subunidades beta com fungéo apenas regulatorio (CATTERALL, 2000a).

A subunidade B tem apenas um segmento transmembrana, uma cauda
intracelular curta (C-terminal) e um grande dominio extracelular (N-terminal), com
estrutura em folha B, semelhante as imunoglobulinas. A subunidade beta tem a
funcdo de modular a atividade do canal, participar em processos relacionados a
inativacdo do mesmo e interagir com proteinas do citoesqueleto e da matriz
extracelular, determinando assim a distribuicdo dos canais em tecidos, ou mesmo
em regides de membrana especificas como o nodo de Ranvier (CATTERALL et al,
1982; ISOM et al, 1992).

Os canais de Na’ dependentes de voltagem (Nav), sdo responsaveis pelo
aumento da permeabilidade aos ions Na® dependente de voltagem, iniciando o
potencial de acdo na membrana de neurdnios e na maioria de células eletricamente

excitaveis, como células musculares e enddécrinas (HILLE, 1976; CATTERALL,
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2000a). Estes canais conduzem os ions em resposta a despolarizagao da membrana
plasmatica, correspondendo ao estado ativado ou condutor. Apds a despolarizagao
da MP e entrada destes ions no meio intracelular, a mesma entra no estado
inativado ou n&o-condutor (PEARCE & KLEYMAN, 2007).

2.1.3 Canal de Calcio.

2.1.3.1 Canal de calcio dependente de voltagem

Semelhantemente aos canais de sodio, canais de calcio dependentes de
voltagem apresentam um complexo de subunidades diferentes a1, a2, 31-4, ey, as
quais sao codificadas por multiplos genes. A subunidade a confere funcionalidade ao
canal e B/y tem apenas fungao regulatéria (BERRIDGE, 2006). Os canais de calcio
podem ser regulados por segundo mensageiro, drogas e toxinas (CATTERALL,
2000b).

O canal organizado em quatro dominios homologos (I-IV) da subunidade a,
com seis segmentos transmembrana (S1-S6) de cada (Figura 10) (CATTERALL et
al, 2005). O canal de caélcio dependente de voltagem consta de um segmento
transmembrana S4 conhecido como sensor de voltagem, ja a alga entre os
segmentos transmembrana S5 e S6 de cada dominio define-se a condutancia ibnica
e sua seletividade. As subunidades y nos canais de calcio tém sido encontradas no
musculo esquelético, coracao e cérebro (CATTERALL et al, 2005). As subunidades

a sao codificadas por 10 diferentes genes conforme descrito na Figura11.
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Figura 10. Organizacdo molecular do canal Cav 1.1 do tipo L no musculo esquelético. A
ilustragcao mostra subunidade a1S, apresentando quatro dominios repetidos (I-1V), cada um
com seis segmentos transmembrana (S1-S6). Entre os segmentos S5 e S6 presenga de um
lago reentrante formador de poro. Subunidade B intracelular ligada fortemente a um lago
citosolico entre dominios | e Il. A subunidade y € incorporado na membrana através de
quatro segmentos transmembrana. Subunidade a2 extracelular associada ao complexo
receptor através da sua ligagdo por uma ligacdo dissulfeto a subunidade 8, que é
incorporada na membrana através de um unico segmento transmembrana (BERRIDGE,
2006).
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Figura 11 . A llustragdo mostra a semelhanca das subunidades a1 do canal de calcio
dependente de voltagem. Comparagado da seqiéncia de aminoacidos das subunidades a1,
onde houve 70% de semelhanga dentro das subfamilias (Cav1, Cav2 e Cav3) e 40% entre
as subfamilias, (adaptado por (CATTERALL et al, 2005).
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Canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L, N, P, Q, R e T sao
ativados, apo6s despolarizacdo da membrana plasmatica. Canais do tipo L localizam-
se no musculo esquelético, musculo cardiaco, cérebro e retina, e estes estao
relacionados com relaxamento e contracdo muscular. Canais de calcio tipo N, P, Q e
R encontram-se nos terminais pré-sinapticos e sua principal fung¢ao € na liberagao de
neurotransmissores. Canais tipo T estdo presentes no sistema nervoso, musculo
cardiaco e musculo liso, seu papel é atuar no potencial de acao ritmico das células

musculares, cardicas e neuronais (PIMENTEL, 2003a).

2.2 Canais anionicos

Os ion cloreto desempenham um papel relevante na homeostase celular em
condigdes fisiologicas e patoldgicas. Estes ions sdo de maior relevancia fisiolégica,
ja que difunde-se facilmente pelas membranas celulares. Desta forma a variagdo no
fluxo de CI esta associado a regulacdo do volume, processos secretérios e
manutencdo do pH celular, essenciais para manterem a atividade enzimatica
(FOSKETT, 1998; AUZANNEAU et al, 2006). Estudos recentes demonstram que
ions cloreto tem a capacidade de atuar como segundo mensageiro, ja que sua
concentragcao dentro da célula é dinamica, sendo capaz de modular a atividade de
proteinas transferrina, glicose-6-fosfatase e hemoglobina, dentre outras (CHEN et al,
2010).

Os canais de cloreto séo classificados de acordo com a sua forma de
propagacao conforme serdo descritos a seguir: canal de cloreto ativados por calcio
(CACC), canal de cloreto dependente de voltagem, canal de cloreto ativado por
AMPc (CFTR), canal anibnico regulador de volume celular (VRAC) e canal ani6nico
dependente de ligante (LGAC) (acido gama-butirico (GABA) e receptores de glicina),
conforme ilustrado na Figura 12 (JENTSCH et al, 2002; NILIUS & DROOGMANS,
2003; SUZUKI, 2006).
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Canaisde cloreto
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Figura 12. llustracdo de diferentes classes de canais anidnicos. Canais de cloreto ativados
por calcio (CACC), canais de cloreto ativados por AMPc (CFTR), canais anibnicos
reguladores de volume celular (VRAC) e canais anidnicos dependente de ligante (DURAN et
al, 2010a).

2.2.1 Canal de cloreto dependentes de voltagem
Os canais de cloreto dependentes de voltagem, CIC, sdo proteinas transmembrana

constituidas de duas subunidades idénticas, cada subunidade composta por 12

segmentos transmembrana (Figura 13).

Figura 13. Modelo estabelecido para a familia de canais CIC. Canais de CI" CIC baseado em
analises bioquimicas. CIC composto de doze dominios transmembrana, entre D9-D12
amplas regides hidrofébicas. Presenca de dois dominios CBS no carboxi terminal (CBS1-2)
(JENTSCH et al, 2002b).

Proteinas CIC sao representantes dos canais de cloreto dependentes de voltagem.

Até o presente momento foram identificados nove subtipos de canais que em fungao
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da sua homologia estrutural foram divididos em trés grupos (conforme Figura 14 ):
1: CIC-1, CIC-2, CIC-Ka e CIC-Kb, estao presentes principalmente na membrana
plasmatica das células, e sdo responsaveis pela estabilizagdo do potencial de
membrana e pelo potencial transepitelial ‘(ESTEVEZ et al, 2001’; 2: CIC3-5 os quais
sao expressos principalmente nas organelas intracelulares e estao relacionados com
a regulacao do pH vesicular e 3: CIC 6-7 estao presentes em varios tecidos e a
expressdo destes canais ocorre preferencialmente nas organelas (mitocéndrias,
reticulo endoplasmatico (RE), sistema de Golgi e os Lisossomos) atuantes na
manutencao celular (JENTSCH et al, 2002b; CHEN & HWANG 2008).

Expressao
- e e e = 5)5-0

CIC-1 miisculo esquelética
7535

ciCc-2 amplo
IQET

Cic-Ka rim e arelha
1p36

|

CIC-Kb rim e crelha
1036

CiCc-3 amplamente (cérebro, rim e figado)
4qa3

CiC-4
pEe3

amplamente (cérebro e muasculo)

CIC-5

¥pii.£2 rim, intestino e figada

CIC-6
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membranas internas
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16p13

Figura 14. llustragdo da familia CIC em mamiferos dos canais de cloreto dependente de
voltagem. Familia CIC subdivida em 3 grupos CIC0-2/CIC-Ka/CIC-Kb; CIC 3-5 e CIC6-7
conforme mostrado acima. O primeiro grupo de canais é bastante expresso na membrana
plasmatica das células, jd os dois utimos grupos predominantemente expresso em
membranas internas. A localizagdo cromossdmica esta indicado abaixo do nome do canal. A
coluna ao lado indica os tecidos celulares onde existe maior expressio deste tipo de canal,
(JENTSCH et al, 2002b).
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2.2.2 Canais de cloreto ativados por calcio (CLCAs)

Os Canais de cloreto ativados pelo calcio (CLCAs) sdo compostos por um
complexo de proteinas multiméricas, contendo subunidades a e B, terminacdes
amina (NH,) e carboxila (COOH) intra e extracelulares respectivamente, conforme

ilustrado na Figura 15.

Figura 15. Estrutura do canal CLCA. Monémeros do canal CLCA contendo subunidade com
24 a hélices e 6 (3 (letras maiusculas) e terminagdes N e C (em azul) (EGGERMONT, 2004).

Os canais de CLCA estao relacionados com processos importantes na fisiologia
celular, incluindo secrecgao de eletrolitos e agua, transdugao sensorial, regulagao da
excitabilidade neuronal e cardiaca assim como regulagdo do ténus vascular. Este
tipo de canal é bastante distribuido pelo organismo, sendo encontrado em células
cardiacas, neuronais, pancreaticas, muscular, sanguinea, da retina, como também
nas células de Sertoli (DURAN et al, 2010b). Para ativacdo dos CLCA €& necessario
relativamente alto niveis de calcio intracelular. Existem dois mecanismos pelos quais
o calcio ativa estes canais; primeiramente séria pela ligagdo dos ions diretamente no
canal, ou entdo através da ativacdo da proteina cinase Ca*?-calmodulina, a qual
fosforila o canal tornando-o ativo. Estes canais também podem ser regulados pela
proteina G através da acdo por segundo mensageiro (MATTHEWS & REISERT,
2003; EGGERMONT, 2004; HARTZELL et al, 2005;). Relatos indicam que o pH
intracelular e a voltagem também estdo envolvidos na regulagdo do CLCA (KIDD &
THOR, 2000; EGGERMONT, 2004). Diversas pesquisam relataram que as proteinas

da familia multigénica CLCA formam diferentes isoformas de canais de cloreto
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ativados pelo calcio nos humanos (hCLCA1-4). Apesar de grandes avangos, até o
presente momento nao foi possivel elucidar todas as proteinas que compde a familia
dos CLCAs (EGGERMONT, 2004; DURAN et al, 2010b).

2.2.3 Canal CFTR (Regulador de Condutédncia de Membrana na

Fibrose Cistica)

O canal de cloreto CFTR esta localizado primariamente na mebrana plasmatica
das células sendo este uma via para o movimento de ions CI" que regula o fluxo
deste através do tecido epitelial. Este canal possui dois dominios transmembrana,
MSD1 e MSD2, com doze segmentos transmembrana cada, dois dominios
citoplasmatico de ligacao a nucleotideos, com motivos para ligacdo do ATP (NBD1 e
NBD2) e um unico dominios regulador (R), que controla a atividade do canal de
acordo com seu estado de fosforilagéo (Figura 16) (OSTEDGAARD et al, 2001).

CFTR participa da regulacdo do AMP/GMP ciclico, estando diretamente
envolvido no transporte de agua e sal em diferentes tecidos, mas € nas células
epiteliais de tecidos com fungédo exdcrina como pele, pulmao, pancreas, glandulas
sudoriparas, figado, intestino grosso, testiculos e ductos deferentes, sua produgéo é
expressiva, resultando em proteina transmembrana de 1480 aminoacidos, ricamente
glicosilada, que funciona como canal regulador de fluxo do ion cloreto (RIORDAN et
al, 1989; Ll et al, 2011).

Alteragdes no gene CFTR, traz mal funcionamento para o canal, causando uma
doenga conhecida como fibrose cistica (FC), que pode afetar o pulmao, figado,
pancreas e trato gastrointestinal (ROWNTREE & HARRIS, 2003).
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Regulador

Figura 16. Esquema da estrutra do canal de cloreto CFTR inserida na membrana apical
celular. Os dominios MSD1 e MSD2 correspondem aos doze dominios transmembrana que
formam o revestimento interno do canal. Em verde mostra os importantes sitios de
glicosilagao. Nos sitios NBD1 e NBD2 corresponde a ligagcdo do ATP que regula a abertura
e o fechamento do canal para ions de cloreto (representados em azul), auxiliados pelo
dominio regulador, segundo (MISSAGLIA, 2008).

3. Células-tronco (CT)

3.1 Localizagao e classificagao

Atualmente as células-tronco (CT) podem ser definidas como uma populagao de
células capazes de permanecer no seu estado indiferenciado e que geram células
filhas com caracteristicas idénticas.

Sempre que uma célula ndo-tronco se divide por mitose, esta da origem a duas
células filhas semelhantes, em um processo conhecido como divisdo assimétrica,
como ocorre também com CT, tem-se uma separacao citoplasmatica diferenciada
gerando uma célula idéntica a original, que se expandira clonogenicamente, em
outra célula comprometida com uma linhagem especifica (FUCHS & SEGRE 2000;
REYA et al, 2001; CHOUMERIANOU et al, 2008). A divisdo assimétrica ocorre
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também no desenvolvimento do zigoto, espermatogénese e oogénese (RAMALHO-
SANTOS & WILLENBRING, 2007).

As CT sao classificadas de acordo com sua origem e plasticidade, tabela 1
(AEJAZ et al, 2007; CHOUMERIANOU et al, 2008). As CT embrionarias (CTE)
podem ser: totipotentes (capaz de se diferenciar em qualquer tipo de tecido,
incluindo os anexos extra-embrionarios) podendo ser encontradas na fase de zigoto
e primeira clivagem do blastdmero; ou pluripotentes (formam todos os tipos de
tecidos exceto os anexos extra-embrionarios), encontrada na massa interna do
blastocisto, células do epiblasto (apds implantagdo) e nas células germinativas
primordiais (fase tardia embrionaria/inicio da fetal). As CT adultas tém seu potencial
mais limitado quando comparado com a embrionaria, sdo ditas multipotentes
(originam tipos especificos de tecidos, a partir de uma determinada linhagem), temos
como exemplo as CT hematopoiéticas ou ainda unipotentes (formam apenas um tipo
de tecido celular) (AEJAZ et al, 2007; WATT & DRISKELL 2010).

Tabela 1: Classificacado das células-tronco

Quanto a orige Quanto a pla gade
Embrionarias toti ou pluripotentes
Adultas Pluri, multi ou unipotentes

Quanto a origem podem ser embrionarias ou adultas e de acordo com sua plasticidade
podem ser totipotentes, capaz de se diferenciar em qualquer tipo de tecido, incluindo os
anexos extra-embrionarios; pluripotentes formam todos os tipos de tecidos exceto os extra-
embrionarios, multipotentes originam tipos especificos de tecidos de uma determinada
linhagem e unicelulares apenas um tipo de tecido celular.

Células-tronco embrionarias tém a capacidade de se diferenciar em todos
tecidos, além disso, formam derivados dos trés folhetos germinativos (ectoderma,
mesoderma e endoderma), mesmo sendo cultivados in vitro (THOMSON et al, 1998;
AEJAZ et al, 2007).Estudos em camundongos e humanos vém sendo realizados
com CTE, porém questdes relacionadas a compatibilidade, seguranca e ética, tém
dificultado o uso destas em pesquisas e na terapia celular. Ja as células-tronco
adultas sdo menos indiferenciadas e na maioria das vezes formam tecido-especifico,
estas apresentam menor capacidade de rejeicao (enxerto versus hospedeiro), porém

ainda existem problemas a serem superados com relagao ao seu cultivo e expansao
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in vitro, limitando-as apenas a fungao de reparacao e homeostase do tecido onde
foram encontradas (CHOUMERIANOU et al, 2008).

Diversos estudos encontraram células-tronco adultas (CTA) em diferentes
orgaos e tecidos, temos como exemplos: cérebro (CLARKE et al, 2000), coragéo
(MESSINA et al, 2004), pulmdes (KIM et al, 2005), figado (MATTHEWS & YEOH,
2005), pancreas (KRUSE et al, 2006), rins (AL-AWQATI & OLIVER, 2002), tecido
adiposo (ZUK et al, 2002), musculo esquelético (CHEN & GOLDHAMER, 2003),
decidua dos dentes (MIURA et al, 2003), foliculo 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) e liquido amniético (DE et al, 2007).
CTA ainda podem ser encontradas em fontes menos maduras, tecidos fetais (IN 'T
ANKER et al, 2003), placenta (YEN et al, 2005), sangue de corddo umbilical (KANG
et al, 2006), cordao umbilical, incluindo vasos sanguineos e geléia de Wharton
(TROYER & WEISS, 2008; SECCO et al, 2009).

3.2 cCélulas-tronco mesenquimais (CTMs)

3.2.1 Isolamento

Células-tronco mesenquimais (CTMs) podem ser isoladas por métodos
enzimaticos ou por cultura em explante. Métodos enzimaticos utilizam enzimas para
digerir a matriz extracelular, e assim facilitar a saida das células para que possam
ser cultivadas (WEISS & TROYER 2006; CAN & KARAHUSEYINOGLU 2007). Ja a
cultura em explante, ndo se faz necessario utilizar nenhum tipo de enzima, apenas
por migragao espontanea as células saem dos tecidos, para um ambiente com
condigbes favoraveis a sua proliferacdo e crescimento (MITCHELL et al, 2003;
ISHIGE et al, 2009;). As células-tronco mesenquimais obtidas do sangue de cord&o
umbilical sédo separadas por gradiente de densidade por centrifugacdo. A fragao
composta por células mononucleares sao cultivadas, e posteriormente as células
nao aderentes ao suporte de cultura sdo desprezadas, pois uma caracteristica das
CTMs é a capacidade de aderir a suportes plasticos (KAWASAKI-OYAMA et al,
2008; TROYER & WEISS 2008).
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3.2.2 Caracterizagao

As células-tronco mesenquimais ndo apresentam marcadores especificos.
Devido a esta limitagcdo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC),
designou alguns critérios que devem ser seguido para classificar-se CTMs. (a)
ser aderentes ao plastico; (b) ser positivas para diversas proteinas de superficie
(marcadores) incluindo CD73, CD90, CD105, CD44, CD78, CD71, CD271, CD29
e CD44 e negativas para marcadores hematopoiéticos e endoteliais CD31, CD34,
CD45, CD14 ou (CD11b), CD19 ou (CD79-alfa), antigeno leucocitario humano
classe Il (HLA-II) e moléculas co-estimulatérias CD80, CD86, CD40 (c) terem
caracteristicas de auto-renovagao e diferenciar-se in vitro em osteoblasto,
adipdcitos e condrécitos (DOMINICI et al, 2006; CAN & KARAHUSEYINOGLU,
2007; LA et al, 2009; BEN-AMI et al, 2011).

3.2.3 Proliferagao

Células-tronco mesenquimais sdo multipotentes, ndo hematopoiéticas, capazes
de se auto-renovar e diferenciar in vitro e in vivo em diferentes linhagens incluindo
adipogénica, condrogénica, osteogénica e miogénica. Embora a principal fonte de
células-tronco mesenquimais seja a medula éssea, pode-se obter este tipo celular de
outros tecidos como musculo esquelético, tecido adiposo, membrana sinovial,
sangue de cord&do umbilical e fluidos placentarios, entre outros (LA et al, 2009; BEN-
AMI et al, 2011).

3.2.4 Diferenciagao

Além da identificagdo de CTMs com base em caracteristicas morfoldgicas e
fenotipicas, outra forma de reconhecer uma suposta populagcdo de CTMs ¢é através
da sua capacidade de ser induzida a se diferenciar in vitro em 0sso, gordura e
cartilagem (CHAMBERLAIN et al, 2007; BEN-AMI et al, 2011).

A metodologia basica para diferenciacdo de CTMs em osteoblastos envolve
incubar uma monocamada de células mesenquimais, com acido ascoérbico, B-
glicerofosfato e dexametasona, durante um periodo de 3 semanas (figura10). As
células diferenciadas apresentam formagao de nddulos ou agregados, aumento da
expressao de fosfatase alcalina, podendo com o passar das semanas acumularem
célcio. Estes nodulos ou agregados Osseos s&o visualizados pela técnica de
coloracao alizarina red ou von Kossa (CHAMBERLAIN et al, 2007, QIAO et al, 2008;
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REBELATTO et al, 2008; CHEN et al, 2009). Para promover a diferenciagcao
adipogénica as células sdo incubadas com insulina, dexametasona,
isobutilmetilxantine e endometacina (figura 17 ). Células diferenciadas mostram
presenca de vacuolos lipidicos. A técnica de coloracédo oil red O € utilizada para
visualizar estes vacuolos lipidicos (CHAMBERLAIN et al, 2007; CHEN et al, 2009).

A - B _
Contoke UC-CTMs Aposdilerenciacio Contmole BM-CTMs Apésdikrenciacio

Figure 17 . Diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (CTMs) em osteoblastos,
adipécitos e condrécitos. (A1-7) CTMs da geléia de Wharton de cordao umbilical humano
(UC-CTMs) e (B1-8) CTMs da medula ¢ssea (BM-CTMs). (A2 e B2) diferenciagao
osteogénica examinado a presenga de fosfatase alcalina pela coloragdo Von Kossa, (A4-
B4); células apds 21 dias de diferenciacao osteogénica. Diferenciagdo adipogénica (A6-B6)
observada pela coloragdo oil red O. (A8-B8) diferenciagdo condrogénica utilizando a
coloragao Alcian blue. Controles negativos: (A1-B1) células em cultura; (A3-B3) Von Kossa;
(A5-B5) oil red O; (a7-B7) Alcian blue (CHEN et al, 2009).
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3.2.4 Células-tronco mesenquimais de cordao umbilical Humano

As células-tronco provenientes de cordao umbilical (CU) apresentam um forte
atrativo para seu uso, quando o interesse for intervir na demanda que existe pela
procura da medula 6ssea para o uso em terapias celulares, pois de forma parecida o
CU apresenta uma fracdo hematopoiética e outra mesenquimal (ROCHA &
GLUCKMAN 2006; BAKSH et al, 2007). O CU é um anexo embrionario geralmente
descartado apds o parto. Sua coleta é realizada de forma simples, segura e nao-
dolorosa; ndo causando nenhum dano para saude da mée nem do recém-nascido
(WEISS & TROYER 2006; CAN & KARAHUSEYINOGLU 2007; SECCO et al, 2008).

Estudos relatam comparacdes entre células-tronco mesenquimais fetais (fCTMs)
e células-tronco adultas (CTAs) quando cultivadas in vitro, estas diferengas seréo
descritas a seguir. 1) fCTMs apresentam maior capacidade de expansao e rapido
periodo de duplicagcdo comparadas com CTAs, estas caracteristicas podem ser
devido ao tamanho dos teldmeros, que nas fCTMs sdo mais longos (GUILLOT et al,
2007; TROYER & WEISS, 2008). 2) células fetais parecem nao ter propriedades de
rejeicao, porém estas propriedades sao relatadas nas CTAs (GOTHERSTROM et al,
2005); 3) fCTMs nao apresentam antigeno leucocitario humano de classe Il (HLA),
mas sintetizam HLA-G, em contraste com CTAs (GOTHERSTROM et al,
2003,GOTHERSTROM et al, 2005) e 4) fCTMs expressam diferentes tipos de
citocinas, compativeis com CTAs. Estas diferencas e similaridades foram
observadas entre corddo umbilical (fCTMs) e sangue periférico de adultos (CTAs)
(TROYER & WEISS, 2008).

CTMs tem sido isoladas de diversos compartimentos do corddao umbilical, como
sangue de cordao umbilical, veia subendotelial e geléia de Wharton.

O isolamento a partir da geléia de Wharton pode ser realizado em trés regides
distintas; zona perivascular, zona intervascular e subaminion (figura 18). Cada uma
destas regides do corddo umbilical representa diferentes populagdes
(KARAHUSEYINOGLU et al, 2007; TROYER & WEISS 2008). Células-tronco
isoladas a partir da geléia de Wharton apresentam os mesmos marcadores de
superficie das CTMs, indicando entdo que estas células fazem parte da familia
CTMs.
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, 1. 5angue de cordao umbilical
3. Perivascular

2. 5ubendotélio da veia umbilical

4 Intervascular

Figura 18. Representacdo de um corte transversal do corddo umbilical humano, contendo
células-tronco mesenquimais. CTMs podem ser isoladas da geléia de Wharton a partir de
trés compartimentos diferentes; zona perivascular (3), zona intervascular (4) e subaminion
(5), conforme ilustrado na figura acima (TROYER & WEISS 2008).

4 Ciclo celular

O ciclo celular € denominado como uma sequéncia de eventos ciclicos e
regulares pela qual uma célula duplica todos os seus componentes e se divide em
duas células filhas. O ciclo celular eucariético pode ser subdividido em duas fases
principais: a interfase, um longo periodo durante o qual o conteudo das células se
duplicam, e a fase M ou mitose (figura 19), durante o qual os conteudos das células
sdo segregados (REIS et al, 2005; BUDIRAHARDJA & GONCZY 2009). A interfase
divide-se nas fases “gap” G1 (entre interfase e fase S), G2 (entre a fase S e fase M).
Estes “gaps” permitem a preparagao celular, sintese de proteinas e prevé um tempo
necessario no ciclo celular, para a entrada de sinais intra e extracelulares.

Divisdo e morte celular (apoptose e necrose) sdo dois processos fisioldgicos
que regulam a homeostase do organismo nos individuos. A falta de regulagéo
destes processos pode trazer ao individuo diversas patologias, como cancer, infarto
do miocardio, aterosclerose, infeccoes, inflamacodes e desordens
neurodegenerativas. Diante destas patologias associadas a desregulagdo da
homeostase, busca-se encontrar moduladores do ciclo celular, como também

tentativas para reprogramar a morte celular.
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A integridade genbmica, proliferacdo e sobrevivéncia celular, sdo reguladas
por “checkpoints” no ciclo celular. A perda no reparo ao DNA e morte celular
programada, podem acarretar em crescimento celular descontrolado.

Como resposta dos danos ao DNA, as células ativam uma rede complexa de
fatores conhecidas como quinases dependentes de ciclinas, estas retardam ou
detém a progressao do ciclo celular (vias de checkpoint), promovendo assim a
reparacdo ao DNA ou em casos de danos irreparaveis as células sdo eliminadas
(ZHIVOTOVSKY & ORRENIUS, 2010).

D
N
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Figura 19. Diferentes fases do ciclo celular. http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/ciclo-
celular/imagens/ciclo-celular2.jpg.

Uma metodologia para verificar em que fase do ciclo celular as células se
encontram, seria através da quantificacdo do DNA (figura 20-B). 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 aumenta. Células em G2
apresentam uma quantidade de DNA duplicado e na fase M possuem quatro copias
de cada cromossomo (4n). Depois da etapa de citocinese as células retornam a ter
2n. Quantificagdo do DNA normalmente vem sendo realizada utilizando a citometria
de fluxo e marcadores fluorescentes para DNA, como exemplo iodeto de propidio
(IP) (DA SILVA et al, 2010).
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Neste trabalho foi utilizado um outro conceito para distinguir em que fase do
ciclo as células se encontram: através do volume que possuem (figura 20-A ).
Apesar de ndo ser um método bastante utilizado, permite que se faga uma analise
sem interferir bioquimicamente preservando as condi¢des fisioldgicas das células.

Sabe-se que células que acabaram de ser dividir possuem um menor volume
(G0-G1) e duas copias de cada cromossomo, células que passaram pelo fase G1 e
entraram em S tem a quantidade do DNA e seu volume maior. O volume das células
fica ainda maior nas fases G2/M quando as células tém quarto copias de cada
cromossomo (DOROSHENKO et al, 2001; COOPER, 2003; HABELA &
SONTHEIMER 2007; DA SILVA et al, 2010).
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Figura 20 . Duas formas para verificar as fases do ciclo celular. (A) Células Vero nao-
sincronizadas divididos em trés grupos de acordo com o tamanho os quais correspondem as
fases G1 ou quiescente, S e G2/M, Menores (G1), intermediarias (S) e maiores G2/M; (B)
Quantificagao de DNA pela citometria de fluxo, utilizando iodeto de propidio como marcador
para o DNA (DA SILVA et al, 2010).
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5. OBJETIVOS

Geral

Analisar de forma qualitativa e quantitativa a expressdao dos canais de
potassio, MaxiK e Heag1, e os canais anibnicos, pl-VDAC e CLCA1, na
células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton de cordao umbilical

humano.

Especificos

Isolar e caracterizar as células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton de

cordao umbilical humano;

Induzir a diferenciagao osteogénica e adipogénica;

Utilizar as células unitarias e RT-PCR em tempo real para determinar a
expressdo qualitativa e quantitativa dos canais i6nicos MaxiK, Heag1, pl-
VDAC e CLCA1 nas diferentes fases do ciclo celular e durante as

diferenciagdes osteogénica e adipogénica.
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ABSTRACT

The ion channels are protein transmembrane structures, which are essential for all cell
functions including synaptic transmission, muscle contraction, hormone secretion, cell
volume regulation, proliferation and cell differentiation. Each type of cells possesses each
own ‘“orchestra” of ion channels adequate for instant cell needs. It is growing
understanding of their importance for cell physiology. However, there are few data on their
expression and roles in Mesenchymal Stem Cells of Wharton Jelly Human Cord
(hwMSCs).

The purpose of the present study was to investigate the levels of mMRNA expression of two
types of potassium channels (MaxiK and hEAG1) and two anion channels (pl-VDAC1 and
CLCA1) during the cell cycle progression and under adipogenic and osteogenic

differentiation.

Using RT-PCR analysis of individual not synchronized hwMSCs we for the first time have
shown that the expression cation-.(MaxiK) and anion- (pl-VDAC) ion channels is increased
with cell progression through cell cycle. Moreover, we have established that the
expression MaxiK is increased with differentiation whereas the expression of pl-VDAC
decreased. In addition we have demonstrated that two other ion channels investigated,
CLCA1 and hEAGH1, do not expressed in hwMSCs.

The data extend the knowledge about the types of ion channels and the level of
expression in hwMSCs increasing a basic understanding of the biology of mesenchymal

stem cells important for future in vitro experiments and in vivo clinical investigations.

Key w ords: Wharton's jelly; Spontaneous migration; mesenchymal Stem cell; Cell

differentiation; ionic channels ; cell cycle; RT-PCR.
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INTRODUCTION

Mesenchymal stem cells (MSCs) comprise a population of multipotent progenitors capable
of supporting hematopoieses and are able to differentiate into wide range of cell types
including adipocytes, chondrocytes, osteocytes, cardiomyocytes, neurons and glial cells.
For this reason, MSCs become attractive for tissue engineering and cell therapy. MSCs
could be obtained from practically any tissues of adult organisms, including trabecular
bone, adipose tissue, synovium, skin, muscle, brain, bone marrow, peripheral and cord
blood, amniotic fluid, umbilical cord (UC) and Wharton's jelly (1-3). There are emerging
evidences that MSCs are immunosuppressive (4-7). It makes MSCs an even more
attractive candidate for regenerative medicine as rejections of transplants by the recipient

could be a limiting step for moving the Lab results to real cell therapy.

The fate and commitment of MSCs are regulated by various instructive signals from their
microenvironment, which comprises many biological molecules (soluble and insoluble) and
biomechanical forces. These biochemical and biophysical factors play a pivotal role in
determining the efficacy of MSC differentiation and their contribution to the repair process.
In recent years, the functions of various stem cells have been extensively studied.
However the presence of ion channel in stem cells and their role in the processes of cell
proliferation and differentiation are not well studied although the interest in detecting,
measuring their activity and understanding role is burgeoning. The ion channels are
membrane protein structures responsible for ion exchange between the cytoplasm and the
extracellular environment. Its activity is crucial for such important cellular functions, as
synaptic transmission, muscle contraction, hormone secretion, cell volume regulation, cell
proliferation and even differentiation. Most experimental data about the role of ion
channels in cell physiology were obtained from the study of immortal tumor cells (8-12). It
was established that the concurrent activation of potassium and chloride channels occurs
during cell cycle progression (8, 13-15) while the their block can interrupt the process (12,
16-23). However, there are few data about ion channels and their mission in stem cells
(24-30) and there is no report of ion channels in mesenchymal stem cells isolated from

Wharton's jelly of the human umbilical cord (hwMSCs).

In the present study we aimed to investigate the expression of potassium and anion
channels in different cell cycle phases and during adipogenic and osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells (hwMSCs) isolated from Wharton's jelly of

human umbilical cords.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and expansion of mesench ymal stem cells fro m Wharton's

jelly.

The cells were obtained from the jelly of the umbilical cord of patients with caesarean
deliveries by consent of the term free and clear of the ethics committee number beings of
the Center for Health Sciences, Federal University of Pernambuco, Brazil (n°. 420/2007).
The umbilical cord was collected in a PBS solution (pH 7,2), EDTA (2mM), streptomycin
(150 pg/mL) and amphotericin (6 mg/mL). Processing of the cords was made within 24
hours. At the beginning of processing, the umbilical cord was put in a washing solution
(PBS, EDTA) to try to remove the maximum amount of blood. Subsequently the cord was
cut into pieces about 2 cm. The veins and arteries of each piece was perfused and then
removed, and the jelly (into small pieces) was placed in flask of cultures in DMEM-low-
glucose (Gibco), 20% fetal bovine serum (SFB, LGC, Biotecnologia) 20% Ham’'s F12
mixture of nutrients (Gibco), antibiotics penicillin-streptomycin (50 U/mL and 50 ug/mL
respectively; Gibco) at 37°C, in a humidified (80%) atmosphere of 5% CO, and 95% air.

The isolation method made no use of proteases to detach cells from the embedding matrix
and based on the “mesenchymal” migratory capability of the mesenchymal cells. The first
subculture of the cells was made between 15 and 21 days, a period where the cells
reached confluence. The cells were detached from flasks with trypsin (0.2%) for
approximately 3-5 minutes, and then centrifuged, 1400 rpm for 5 minutes, and the cells

distributed in other bottles. The cells were subcultured weekly after that.
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Phenotyping of mesenchymal cells.

Standard flow cytometry techniques were used to determine the typical cell surface
epitope profiles and to characterize them as mesenchymal stem cell. FACS analysis was
performed with freshly harvested cells. At least 50000 cells (in 100 yL PBS/0.5% BSA/2
mMol/L EDTA) were incubated with the respective isotype control (1/1000 diluted, 4°C, 30
min) following with one or two fluorescence-labeled monoclonal antibodies CD90
(eBioscience), CD44 and CD29 (SouthernBiotech); CD45, CD34 and CD31 (FK Biotec)
(1/2000 diluted, 4°C, 60 min). Antibodies associated with different fluorochromes
(fluorescein isothiocyanate (FITC) and phycoerythrin (PE)) were used to simultaneous
analysis of two cell-specific antigens. The cells without incubation with fluorescence-
labeled monoclonal antibodies were used as negative control. 10000 events were

collected for each sample.

Osteogenic or adipogenic differentiation.

hwMSCs were cultured in maintenance medium consisting of low-glucose DMEM
supplemented with 10% F12, 100 U/ml penicillin, 100 _g/ml streptomycin (all from
Invitrogen), and 20% FCS (LGC). Cells were submitted to differentiation when their
confluence was of approximated 70%. To induce differentiation, hwMSCs from passages
2-5 were cultured in corresponding differentiation mediums. The osteogenic differentiation
was achieved by supplementation of the maintenance medium with 10 mM f-
glycerophosphate, 0,2 mM ascorbic acid and 107 M dexamethasone. The adipogenic
differentiation was achieved by addition of 100 uM indomethacin, 1 uM dexamethasone,

5ug\mL insulin and 0,5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine.

The “differentiation” mediums were changed 80%, every other day for 14-21 days.
Histochemical analysis was made weekly to monitor better the timing of differentiation of

cells.
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Histochemical staining

The cells were washed with PBS, and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 minutes.
Then the sample was washed with deionized water. To recover osteogenic differentiation
the samples were exposed to Alizarin Red S (2,5%) for 5 minutes. To assay adipogenic
differentiation, the fixed and washed cells was treated with Oil Red O (1%) for 5 minutes.

The dyes were removed and the sample was washed several times with deionized water.

The samples were examined under 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.

In some cases to assess cell osteogenesis, the samples were stained by von Kossa.
Briefly, cells were fixed with methanol and stained with 1% silver nitrate (Sigma-Aldrich) for
45 minutes under ultraviolet light, followed by 3% sodium thiosulfate (Sigma-Aldrich) for 5
minutes, and then counterstained with hematoxylin - eosin. Control cells (cultures without

the factors of differentiation) were treated by the same way.

Relation between cell size and cell cycle phase

The knowledge about the correlation between cell size and cell cycle was used to isolate
individual cells at different cell cycle phase. As a result, differently sized cells represent
those at different phases of cell cycle. Cell size was measured using a video imaging
system consisting of a CCD video camera (Moticam 2000; Quimis, Diadema, SP, Brazil)
attached to the Leica DMIL inverted microscope (Leica mycrosystems GmbH). Cell images
were collected and stored directly on to the computer. Each image was then analyzed off-
line using freeware image analysis program (Image J, NIH, Bethesda, Maryland, USA. We
measured cross-sectional area of cells (a directly measured parameter of cell size) of the

hundreds cells in isotonic conditions.
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Single cell

The single hsMSCs were sucked into a micropipette (tip opening of ~30 um). The pipette
content was ejected into a 0.5-ml reaction tube. The aspirated volume of the solution
together with each single cell was estimated to be of 5ul. Differently sized cells (which
presumably correspond to cells at different cell cycle phase) were collected into different
refrigerated ml reaction tube. After short centrifugation, a supernatant was discarded and
the collected cells were submitted to RNA extraction, Reverse Transcription and RT-PCR
by essentially the same way as described above. The difference between groups of

individually isolated cells was statistically significant (ANOVA test; p<0,05).

RNA Extraction and RT-PCR

The expression of the genes of MaxiK (Potassium large conductance calcium-activated
channel, subfamily M, beta member 1), pl-VDAC1 (Voltage-dependent anion channel 1),
Heag1 (Potassium voltage-gated channel, subfamily H, member 2) and CLCA1 (Chloride
channel, calcium activated) were studied. The expression of the housekeeping gene
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as internal control. The
TagMan probes qPCR were obtained from Applied Biosystems. The codes of probes are

shown in Table 1.

Total RNA of hMSCs (from passage 2) was isolated using RNeasy Micro Kit, according to
the manufacturer's (QIAGEN). Reverse Transcription (RT) was performed with the
SuperScript Ill First-Strand Synthesis SuperMix (invitrogen), 5 pl RNA was used in the
reaction and combination random hexamer primers for the initiation of cDNA synthesis,
protocol in a 14 pl reaction mixture. After this RT procedure, the reaction mixture (cDNA)
was used for Real Time PCR. Quantitative PCR (qPCR) was performed by using the ABI
prism 7500 sequence detection system (Applied Biosystems). Amplifications were carried
out in a final reaction volume of 20 ul with UDG platinum quantitative PCR super mix
(Invitrogen). Real time PCR conditions were 50°C for 2 min and 95°C for 2 min, and this
initial step was followed by 45 cycles of 95°C for 3 sec and 60°C for 30 sec. The RT-PCR

for each mRNA was performed in triplicate on cDNA samples.
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Quantification

Gene expression was estimated based on cycle threshold (CT) values of diagrams of
fluorescence signals vs. cycle numbers. Assuming the level of housekeeping gene,
GAPDH, expression equal to 1, the relative level of ion channel genes expression for each

sample was achieved using the follow equation:

1
(CTchan - CTGAPDH) .

Statistical Analysis

All data reported are means +SD obtained in 2-3 independent experiments using different
samples of umbilical cords. Analysis of variance (ANOVA) was used for multiple
comparisons. Values of P 0,1 and P <0.05 were considered statistically significant. Data

were analyzed using Origin, versions 8.0 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA).

RESULTS AND DISCUSSION

Appearance and properties of hwMSCs.

Spontaneous migration methodology was used for isolation of mesenchymal stem cells
from Wharton’s Jelly of human umbilical cord. By this approach, we regularly obtained cell
populations with fibroblastic, elongated, spindle-shaped morphology with a single nucleus.

Images of hwMSCs on the third passage are shown in Fig. 2.

Currently, there is not a consensus about marker set that permits prospective identification
of mesenchymal stem cells from the in vitro MSC population. We have examined the
presence six cell-surface antigens: CD29, CD31, CD34, CD44, CD45 and CD90. The
presence of these antigens at the surface of hwMSCs in third passage (N=7 different
donors) was evaluated by flow cytometry. Cells were positive for the adhesion molecules
CD44, integrin markers CD29 and extracellular matrix protein CD90. The experiments

revealed the presence of two cells populations (Fig. 3). The dominant pool of the cells
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(74.4 £ 0.4%; n=3) possessed high-density of the antigens (the fluorescent intensity
increased almost twenty-folds, 19.3+2.1, in comparison with control level). A quarter of the
cells (25.6+£0.4%; n=3) appeared to have a low density of CD90 and CD44 with the
fluorescent intensity of 2.5 + 0.4 folds above the control level. Integrin marker (CD29) was
also presented and homogeneously distributed among these cells, albeit at low density,
with the fluorescent intensity increase similar to that seen for subsidiary pools in case of
CD90 and CD44. hwMSCs were negative for markers of hematopoietic lineage, including
the leukocyte common antigen CD45, marker hematopoietic progenitor cell CD34 and
endothelial cell marker CD31 (Figure 2). The hwMSCs phenotype has thus been defined
as hwMSCs CD44+, CD90+, CD29+ and CD45-, CD34-, CD31-. The symbol (-) indicates
the negative expression for a marker while the symbol (+) indicates the positive expression

of a marker. Hereby the results suggest isolated cells are of the MSC family (31) .

Differentiation potential is one of important characteristics of mesenchymal stem cells.
Because this, the differentiation of hwMSCs to adipocytes and osteoblast was qualitatively
assessed on the basis of cell morphology and cytochemistry. The presence of lipid-rich
vacuoles stained with Oil Red O was used as a criterion to adipogenic differentiation. The
induced hwMSCs during at 16 day are large, round shaped with lipid-rich vacuoles (Fig. 4
A-B). Osteogenic differentiation obtained at 21 day was assessed by the mineralization of

the extracellular matrix, visualized by Alizarin Red (Fig .4 C-D).

Size of hwMSCs

The major problem with any cell cycle-related study, which is based on measurements of
individual cells, is the lack of a reliable means to identify the cycle status of an individual
living cell. At any given time, an unsynchronized proliferating culture contains cells which
are in all possible phases of the cell cycle. The challenge is in their identification. To
alleviate this difficulty, we have used a known correlation between the size of cells in a
proliferating culture and their position in the cell cycle (32-35). We defined the cell size as
the cross-sectional area (which is a directly measured parameter) of the cell image. The
size distribution of unsynchronized hwMSCs is demonstrated in figure 5. Average size of
cells of untreated, proliferating cultures was established to be of 540+170 um? (n = 1180).
The distribution could be arbitrary divided in 3 (three) subgroups based on their size: A
(200-350 pm?), B (351-500 pm?) and C (>501 ym?), which may indeed respectively match
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cells of GO/G1, S and G2M phases of the cell cycle. No attempt was made to identify
these subgroups with the cell cycle phases. The advantage of this approach is in not using
any chemical agents and hence in preserving the normal physiological conditions of the
cells. Differences in average sizes for neighbouring groups are significant (P < 0.05;
ANOVA followed by post-tests).

Expression ionic channels in hwMSCs

The expression pattern of four ion channels genes MaxiK (Potassium large conductance
calcium-activated channel, subfamily M, beta member 1), pl-VDAC1 (Voltage-dependent
anion channel 1), Heag1 (Potassium voltage-gated channel, subfamily H, member 2) and
CLCA1 (Chloride channel, calcium activated) in hwMSCs was studied by Real Time PCR
using specific primers (Table 1). The expression of Heag1 and CLCA1 was not detected,
whereas the expression of MaxiK and pl-VDAC1 was considerable (up to 10% in
comparison with GAPDH).

Expression of MaxiK channels was noted for different cell types, including neurons,
smooth muscle cells, secretory glands, brain and heart. In addition, potassium channels
activated by calcium, were found in osteoblasts, fibroblasts, endothelial and mesenchymal

cells (24, 30, 36-39). So it relatively high expression level in hwMSCs was not a surprise.

Mitochondrial voltage-dependent anion channels (mt-VDACs) translocate a variety of
metabolites, including ATP and ADP, across the mitochondrial outer membrane. VDAC
appears to be a convergence point for a variety of cell survival and cell death signals
mediated by its association with various ligands and proteins. On the other hand, a
plasmalemmal splice variant (pl-VDAC-1) has been proposed to mediate ATP
translocation across the plasma membrane and even in regulatory volume decrease (40-
44). Such our data about the high level expression of pl-VDAC is a first report about the

presence of this channel in hwMSC.

Activity of potassium channel subfamily EAG (hEAG1) appears to be related to the
proliferation of breast cancer cells, early embryonic development i.e. participate in
modulation of cell cycle progression because their inhibition block cells in early G1 phase
(29, 45, 46). Thereby the absence of the expression of hEAG1 in hwMSCs was

unexpected especially because the elevated levels of mRNA for hEAG1 was found in
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mesenchymal stem cells from adult bone marrow (BMSCs), adipose tissue (hADSCs),
umbilical vein (hu-MSCs), in neurons derived from mesenchymal stem cells derived from
human adipose tissue (NI-hADSCs) and mesenchymal stem cells obtained from bone
marrow of rats and mice (24, 28, 29, 36, 47, 48).

We did not find expression of a putative calcium-activated chloride channel, CLCA1, in

hwCTMs also despite of it expression was noted for wide variety of cell types (49-54).

The physiological implications of the differential expression of ion channels and their role

in hwMSCs physiology are not clear now and require further investigation.

Expression of MaxiK and pl-VDAC1 at different phases of cell cycle of
hwMSCs

To study of the cell cycle dependent gene expression one needs cells at the defined
phase. There are at least two ways to obtain such cells: 1) to block cell proliferation at the
designed phase using specific pharmacological agents or 2) utilize individual cells
admitting correlation between cell size and cell cycle position. Because the first
methodology crudely change cell metabolism, the obtained results may have no link with
cell cycle and to be inappropriate for the aim of the study. The second methodology has a
challenge to work at single-cell level at the limit of RT-PCR methodology. On the other
side such experiments may provide qualitative new insights that couldn’t be obtained from
population-level studies (55). We have used three groups of individual hwMSCs, which are

presumably at GO/G1, S and G2/M phase. The size of these cells is shown in Table 2.

Thereby, we opted to estimate the possible change in ion channel gene expression using
individual cells selected from unsynchronized hwMSCs cultured in maintenance medium
according to their size. Results are presented in figure 6. It could be seen that the
expression of both types of the channels (MaxiK and pl-VDAC) appears to increase with
cell progression through the cell cycle. The expression of CLCA1 and hEAG1 ionic
channels continues to be below the detection limit at any phase of hwMSCs cell cycle. The
result that the level of expression of MRNA MaxiK increased during cell cycle progression
is in according this recent observation of Deng (27) obtained rat bone marrow-derived
mesenchymal stem cells. The data for expression of other ion channels during

mesenchymal stem cell progression are shown for the first time.
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Despite of the information about the expression of ion channels during mesenchymal stem
cell progression is sketchy and very preliminary, there are growing numbers of
observations showing that progression through the cell cycle is linked with ion permeability
of the plasma membrane and that pharmacological blockage of ion channels may lead to
inhibition of cell proliferation (56-58, 58, 59) Generally, the relation between ion
permeability of the plasma membrane and cell cycle progression is controversial. For
example, there are cells where Cl current is high in the G1 phase, down-regulated in the S
phase, and again increased in the M phase (60). In contrast, the current is down-regulated
in GO/G1 and increased in S at other type of cells (e.g. human cervical cancer cells (61)

and Ehrlich Lettre Ascites cells (62)) or independent on the cell cycle phase (63).

Expression ionic channels in hwMSCs under the osteogenic or

adipogenic differentiation

The expression of MaxiK and pl-VDAC was found modified under osteogenic and
adipogenic differentiation. The expressions of MaxiK and pl-VDAC have changed
oppositely: MaxiK increased while pl-VDAC decreased under differentiation. The changes
appeared to be larger under osteogenic differentiation (Fig. 7). By our knowledge, there is
not available published information about level of MaxiK and pl-VDAC during differentiation

of mesenchymal stem cell.

CONCLUSION REMARKS

The cells used in the study were isolated by spontaneous migration from small pieces of
Wharton’s jelly of human umbilical cord. The appearance, surface antigen properties and
differentiation potential of the obtained cells all are in agreement with the knowledge about
mesenchymal stem cells (64-67). In the present study, we have attempted to address if
hwMSCs express four ion channels: MaxiK, pl-VDAC, CLCA1 and hEAG1. For the first
time, we have provided evidence that the expression of MaxiK and pl-VDAC is dependent
on differentiation (adipogenic and osteogenic). Moreoverwe have shown that
differentiations modulate the expression of these ion channels by inverse manner: the
expression MaxiK is increased with differentiation whereas the expression of pl-VDAC

decreased. Using RT-PCR analysis of individual not synchronized hwMSCs we for the first
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time have shown that the expression cation-.(MaxiK) and anion- (pl-VDAC) ion channels is
increased with cell progression through cell cycle. The results are especially relevant
because the cells analyzed did not suffer any pharmacological intervention that can
interfere at the results. In addition we have demonstrated that two other ion channels
investigated, CLCA1 and hEAG1, do not expressed.
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TABLES

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

Gene Applied Biosystems Access
Number
MaxiK 651539
pl-VDAC 548775
CLCA1 590233
hEAG1 637756
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Table 2. Size distribution of individual hwMSCs used for single cell RT-PCR analysis

of ion channel expression and their relation to cell cycle

Phase Cell size, ym* N
Mean SD Minimum | Maximum
G0/G1 270 41 205 344 39
S 418 41 357 498 43
G2/M 576 46 504 644 22
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Example of single cell collection. Stages of single cell entering into micropipette

are shown in A, B and C.

Figure 2. Morphology of cultured mesenchymal stem cells from Wharton jelly’s of human

umbilical cord. Scale bar is shown in Figure.

Figure 3. Flow cytometry analysis showing the immunophenotype of hwMSCs populations
that were obtained from the homogeneous 70-80%-confluent monolayer at the end of the

third passage. Control is shown in RED.

Figure 4. Phase contrast microscopy hwMSCs stimulated for adipogenic (A, C) and

osteogenic (B, D) differentiation.

Figure 5. The size distribution of the hwMSCs from proliferating cultures. Number in figure

shown position of the maximal value of each Gaussian used to fit the histogram.

Figure 6. Cell cycle dependent expression of MaxiK and pl-VDAC of hwMSCs.

Figure 7. Influence of differentiation of hwMSCs on the expression of MaxiK and pl-VDAC.
The difference between experiment and the respective control is significant at p <0.05.

The expression is shown in comparison to GAPDH gene
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Figure 7.
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