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1 INTRODUÇÃO
A hemorragia intracerebral (HI), patologia que possui como principal causa a hipertensão, possui alta taxa de morbidade e mortalidade, correspondendo a 15-20% das mortes por isquemia cerebral no mundo (Xi et al., 2006). Apesar dos ensaios pré-clínicos promissores, até o momento apenas tratamentos sintomáticos estão disponíveis. A boldina, que é o principal alcalóide presente nas folhas e casca de Peumus boldus Molina, tem sido alvo de pesquisas por possuir capacidade antioxidante e neuroprotetora (Speisky e Cassel, 1994), sugerindo-se que possa reduzir a morte celular, o edema e a inflamação desencadeados pela HI. 
Os astrócitos são importantes fornecedores de suporte nutricional e estrutural para neurônios, participando da barreira hematoencefálica e de outras funções como detoxificação, fagocitose, funções imunes, dentre outras (Montgomery, 1994). Processos patológicos, como a HI, fazem os astrócitos responder prontamente, sendo essas alterações celulares indicadores de lesão do sistema nervoso central (Lantos 1990). Neste contexto, a análise da astrogliose reativa é uma ferramenta importante na identificação de lesão no tecido cerebral pós HI, uma vez que está diretamente ligada à inflamação e à cicatrização glial.  Nesse trabalho foi utilizada a técnica de Western blotting para análise dos níveis de GFAP (proteína ácida fibrilar glial), que é uma subunidade dos filamentos intermediários do citoesqueleto celular do astrócito. Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo analisar os níveis de GFAP, indicador de astrogliose reativa, em cérebros de ratos Wistar submetidos à HI e tratados com boldina em três diferentes doses.
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
A HI foi induzida por injeção estereotáxica de colagenase tipo VII (Sigma) 0,23 U no estriado esquerdo dos animais. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, com peso de aproximadamente 250-300g. Os animais foram distribuídos em 5 grupos, constituídos por 1 grupo controle (Ctl), 1 grupo colagenase (Col) sem tratamento com boldina e 3 grupos colagenase tratados com boldina (Col+B). As doses de boldina administradas foram 25, 50 e 75 mg/kg, 4 horas após o início da HI. Esse trabalho foi aprovado pela CEUA/FURG sob o número P001/2012. 

Quatro dias após a HI, os animais foram eutanasiados e o estriado foi retirado e homogeneizado.  Alíquotas das amostras foram retiradas para a determinação proteica e amostras contendo 75 µg de proteína foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentração 12%. Em seguida as proteínas presentes nos géis foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e bloqueadas durante a noite com uma solução de MTTBS (5% de leite em pó em tampão Tris). Logo após realizou-se incubação com anticorpo primário durante a noite (anti-GFAP ou anti-b-actina, 1:2000, Sigma) e incubação com o anticorpo secundário por 2 horas (anti-IgG peroxidase de coelho 1:1000, para GFAP, e anti-camundongo, 1:1000, para b-actina). As membranas foram reveladas com o TMB (Sigma) e digitalizadas, sendo a percentagem de intensidade da banda analisada usando-se o programa Image J. Para cada membrana o controle foi considerado 100%. Para a elaboração do gráfico o imunoconteúdo de GFAP foi dividido pelo da b-actina, para controle da quantidade de amostra aplicada.
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
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Os resultados apresentados na figura 1 mostram aumento do imunoconteúdo de GFAP dos grupos Col em relação ao controle, indicando atividade astroglial aumentada. Contudo, nenhuma das doses utilizadas de boldina foi capaz de reduzir essa atividade, sugerindo que a droga, nas doses administradas, não está associada à inibição da astrogliose reativa observada após a HI.

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A boldina, nas doses testadas, não reverteu a astrogliose reativa induzida pela hemorragia intracerebral em ratos.
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Figura 1: Quantificação de GFAP do tecido cerebral dos animais pertencentes aos grupos Ctl, Col, Col + B25, B50 e B75. O "*" indica a diferença significativa em comparação com o grupo de Ctl (n = 8-11, p <0,01).








