Efeito da injeção de células tronco mesenquimais isoladas de medula óssea no hipocampo de ratas Wistar
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Introdução/Objetivo: A terapia celular utilizando células tronco mesenquimais (CTM) derivadas da medula óssea surge como alternativa para o tratamento de doenças neurodegenerativas (Wang et al., 2007; Dharmasaroja, 2009). Porém, os mecanismos de interação das CTM com o tecido nervoso ainda são pouco estudados. Resultados prévios do nosso grupo sugerem que o meio condicionado pelas CTM induz toxicidade e inflamação em culturas organotípicas de hipocampo de ratos (Horn et al., 2009). Considerando um possível efeito adverso das CTM, o objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da injeção intrahipocampal dessas células. 
Metodologia: Ratas Wistar de 30 dias receberam, através de cirurgia estereotáxica no hipocampo direito, 100.000 células (P10-P15) em 3μL de HBSS (somente HBSS nos controles). Após 3 ou 7 dias de recuperação, os hipocampos (ipsi e contralateral à injeção) foram retirados, homogeneizados e as amostras foram submetidas a Western blotting para análise do imunoconteúdo de β-tubulina 3, Neu N, Sinapsina e GFAP. Além disso, 7 dias após a cirurgia, os animais foram submetidos ao teste comportamental de reconhecimento de objetos para avaliação de um possível comprometimento cognitivo. O n amostral foi de 6 animais para cada grupo.
Resultados e Discussão: Os dados sugerem uma diminuição no imunoconteúdo de β-tubulina 3 no hipocampo ispsilateral à injeção das CTM 3 dias após a cirurgia, retornando essa proteína a níveis de controle após 7 dias (figura 1). Não foram encontradas diferenças no conteúdo de Neu N em 3 e 7 dias após a injeção das células (figura 2). Esses resultados sugerem que a injeção de CTM no hipocampo pode induzir alterações no citoesqueleto neuronal (β-tubulina 3), embora não pareça haver morte neuronal (NeuN). Já o conteúdo de GFAP aumentou no 3o dia após a injeção, retornando a níveis de controle após 7 dias (figura 3), sugerindo astrogliose reativa. Foi observado déficit de memória nos animais que receberam as MSC no teste comportamental de reconhecimento de objetos, tanto para a memória de curta duração como para a memória de longa duração (figura 4).
Conclusões: A presença das CTMs no hipocampo causou alterações na plasticidade cerebral e alterações comportamentais no modelo e condições estudadas, sugerindo que essas células estejam interagindo ativamente com o tecido nervoso. O quanto a presença das células pode ser prejudicial ao animal que as recebe ainda precisa ser investigado. 
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Figura 1: Imunoconteúdo de β-tubulina 3 3 e 7 dias após a administração de MSC no hipocampo de ratas Wistar. (A e C) imagens representativas do imunoconteúdo de β-tubulina 3 em 3 (A) e 7 (C) dias. (B e D) quantificação apresentada como percentual em relação aos controles.
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Figura 2: Imunoconteúdo de Neu N 3 e 7 dias após a administração de MSC no hipocampo de ratas Wistar. (A e C) imagens representativas do imunoconteúdo de Neu N em 3 (A) e 7 (C) dias. (B e D) quantificação apresentada como percentual em relação aos controles.
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Figura 3: Imunoconteúdo de GFAP 3 e 7 dias após a administração de MSC no hipocampo de ratas Wistar. (A e C) imagens representativas do imunoconteúdo de GFAP em 3 (A) e 7 (C) dias. (B e D) quantificação apresentada como percentual em relação aos controles.
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Figura 4: Representação gráfica do teste comportamental de reconhecimento de objetos. (A) teste de memória de curta duração e (B) teste de memória de longa duração.
