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1 INTRODUCAO

Nosso grupo de pesquisa tem como foco a hemorragia intracerebral e o
estudo de moléculas que atuem como possiveis farmacos, a fim de amenizar o
sofrimento dos pacientes acometidos por essa patologia. Na busca de efeitos
colaterais desses possiveis farmacos, a andlise histopatoldgica torna-se uma
ferramenta essencial.

Trabalhos recentes demonstraram que a boldina (S-2,9-dihidroxi-1,10-
dimetoxi-aporfina), que é o principal alcaldide presente nas folhas e casca de
Peumus boldus Molina, conhecida como Boldo-do-Chile, possui efeito
antiproliferativo em linhagens de gliomas in vitro (GERHARDT et al., 2009) e que é
neuroprotetora em um modelo de privagcdo de oxigénio e glicose em culturas
organotipicas de hipocampo de ratos (HORN et al., manuscrito submetido). Além
disso, j4 foi demonstrado que essa molécula possui atividade antioxidante e
antiinflamatdria (SPEISKY e CASSEL, 1994), sendo por isso um potencial farmaco a
ser estudado para o tratamento da hemorragia intracerebral.

O rim e o figado sdo 6rgaos envolvidos com a metabolizacdo e a excrecdo de
drogas, sendo normalmente afetados quando as mesmas apresentam citotoxicidade.
Nesse contexto, hosso estudo concentrou-se em avaliar a possivel citotoxicidade da
boldina em rins e figados de ratos Wistar em um modelo de hemorragia
intracerebral.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)
2.1. Modelo experimental.

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da colénia Wistar, machos, com
peso entre 250-300 g. Os animais foram provenientes do biotério da Universidade
Federal do Rio Grande — FURG e mantidos em condi¢fes padrédo. Os animais foram
anestesiados utilizando-se uma injecéo intraperitoneal de cetamina (90 mg/Kg) e
xilasina (60 mg/Kg) e, logo apas, colocados no aparelho de cirurgia estereotaxica. A
hemorragia intracerebral foi induzida por inje¢éo de colagenase tipo VII (Sigma) nas
coordenadas referentes ao estriado do animal. A dose de colagenase administrada
foi de 0.23 U em 2 uL de solucdo salina (KIM et al., 2007). Esse projeto esta
aprovado pela CEUA/FURG sob o numero P001/2011.
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2.2. Grupos experimentais e dosagem.

A boldina foi obtida da Sigma, dissolvida em solucdo salina e administrada
através de uma unica injecao intraperitoneal 4 horas ap0s a cirurgia estereotaxica.
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos como descrito abaixo:

1° GRUPO: Controle  + salina (SS)
2° GRUPO: Hemorragia + salina (HS)
3° GRUPO: Hemorragia + boldina 25 mg/Kg
4° GRUPO: Hemorragia + boldina 50 mg/Kg
5° GRUPO: Hemorragia + boldina 75 mg/Kg

2.3. Preparo das laminas histoldgicas.

Ao final de 4 dias apés a injecdo de boldina, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com uma dose letal (100 mg/Kg) de pentobarbital sédico. Em
seguida o rim e o figado foram retirados, fixados por um periodo de 8 horas com
formol 10% e posteriormente armazenados em &lcool 70%. Os oOrgdos foram
desidratados, emblocados com Paraplast® (Sigma) e cortados a 6 pm em
micrétomo. As laminas resultantes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE)
para posterior analise.

2.4. Parametros avaliados.

RIM: Na leitura das laminas, considerou-se padrédo de normalidade para o rim
0s seguintes quesitos: bem conservado, apresentando corpusculos renais e tubulos
contorcidos proximais e distais integros; os glomérulos formados por capilares,
poddcitos, células endoteliais e mesangiais sem alteragdes histoldgicas. Ainda:
capsula de Bowman integra, presenca de células cubicas ou poliédricas,
apresentando citoplasma eosinéfilo e nucleo arredondado. Na regido medular,
analisaram-se as al¢cas de Henle junto aos capilares e tabulos coletores, estes com
citoplasma bem delimitado e nucleo esférico, quando dentro da normalidade
(RHODEN et al., 2000; CARVALHO et al., 2007; KUHNEL, 2010).

FIGADO: Ja no figado, foram avaliadas e quantificadas as alteracdes das
seguintes caracteristicas histolégicas: bom estado de conservacéo, identificacdo de
I6bulos hepéticos integros, espaco porta integro, presenca de necrose e esteatose
hepética (RHODEN et al., 2000; CARVALHO et al., 2007; KUHNEL, 2010).

A intensidade das caracteristicas histopatologicas, para ambos os érgéaos, foi
expressa em graduacdes (0 a 3), obtidas através da média de trés campos
microscopios aleatérios, sendo avaliados em aumento de 200x, considerando-se a
seguinte graduacao:

e 0: auséncia de alteracoes;
1: alteragOes de intensidade leve (menos de 25% do campo analisado);
2: alteracdes de intensidade moderada (25 a 50 % do campo analisado);
3: alteracdes de intensidade severa (mais de 50% do campo analisado).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Quanto aos figados estudados, morfologicamente ndo foram encontradas
quaisquer alteracdes perceptiveis a microscopia Optica em nenhum dos grupos
estudados (Tab. 1). Foram visualizados facilmente os Iébulos hepaticos, espagos
porta e veias hepaticas bem delineadas. Os hepatdcitos formavam corddes
confluentes para a veia centro-lobular (Fig. 1).

Tabela 1 — Estudo histopatologico
de figado de ratos do grupo controle
(SS e HS) e nos diferentes
tratamentos com boldina (HB).

Controle

TRATAMENTOS| MECROSE | ESTEATOSE
S5 0/9 0/9
HS 0/ 0/
HB 25 0/ 0/
HB 50 0/9 0/9
HB 75 0/3 0/3

Boldina 50 mg/Kg Boldina 75 mg/Kg

Figura 1. Laminas de figado de ratos
mostrando a veia centro-lobular e corddes
de hepatdcitos no grupo controle e nos
diferentes  tratamentos com  boldina.
Coloragéo: Hematoxilina/eosina, 400X.

Nos rins a morfologia geral do 6rgdo também apresentou padrdo de
normalidade para a observacdo em microscopia 6ptica (Tab.2). Foram visualizados
corpusculos renais e tubulos contorcidos proximais e distais (na cortical), ductos
coletores e alca de Henle (na medular) tipicos (Fig. 2).

Tabela 2 - Estudo histopatolégico de rim de ratos do
grupo controle (SS e HS) e nos diferentes
tratamentos com boldina (HB).

CORTEX MEDULA

TRATAMENTOS| Capsula Glomérulo| Tubul- Contore | | Tiibulos
Bowman omeruio (prox. e dist.) R e

55 0/7 017 017 07 07

HS 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

HB 25 0/7 07 07 07 07

HB 50 07 07 07 o7 07

HB 75 o7 o7 o7 o7 07

Figura 2. Laminas de rim de ratos
mostrando capsula de Bowman e tubulos
contorcidos proximais e distais do grupo
controle e nos diferentes tratamentos com
boldina. Coloracdo: Hematoxilina/eosina,
400X.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento sugerem que, nas doses e no modelo
estudado, a boldina ndo induz alteracbes histopatolégicas perceptiveis, sendo,
portanto, um potencial farmaco a ser estudado como agente neuroprotetor.
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