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Resumo: Prejuizos cognitivos e emocionais sdo comumente observados em
pacientes vitimas da isquemia cerebral global e transitoria (ICGT), o que tem
sido associado a perda neuronal no hipocampo. Camundongos submetidos
ao ICGT também apresentam déficits cognitivos, aumento dos niveis de
ansiedade e neurodegeneracdo hipocampal. Roflumilast, um inibidor da
fosfodiesterase 4 (I-PDE4) de segunda geracéo, aprovado pelo FDA para o
tratamento da doenca pulmonar obstrutiva crénica, promoveu efeitos pré-
cognitivos em estudos realizados em roedores. No entanto, ndo ha relatos
de seu uso na doenca cerebral isquémica. Portanto o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos do tratamento crénico com roflumilast, nos aspectos
emocionais e cognitivos em camundongos submetidos a ICGT.
Camundongos BalbC foram submetidos a oclusdo bilateral das artérias
cardtidas comuns (OBACC) e subsequentemente foram analisados em uma
bateria de testes comportamentais incluindo o Teste do Campo Aberto
(TCA), Labirinto em Zero Elevado (LZE), Labirinto em Y (TLY) e Teste de
Suspenséao pela Cauda (TSC). Roflumilast promoveu recuperacao funcional
nos animais isquémicos. A avaliacdo histologica do tecido cerebral esta
sendo conduzida.

Introducéo

-Processos isquémicos cerebrais afetam a populacdo mundial, sendo
responsaveis por incapacitacdo e morte de muitos individuos (YANG et al,,
1997; SOARES et al., 2013).

- A inibicdo da fosfodiesterase 4 (PDE4) parece ser uma boa alternativa para
o tratamento da doenca isquémica cerebral (SOARES et al., 2016).

- Roflumilast, um I-PDE4, ja foi aprovado para uso na doenca pulmonar
obstrutiva cronica e apresentou resultados positivos em modelos animais de
doencas neurodegenerativas (YUAN et al., 2016).
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- Nao existem estudos mostrando os efeitos do roflumilast na ICGT em
roedores.

Materiais e métodos

Cirurgia.

A ICGT foi realizada em camundongos machos da espécie Balb/c, pesando
de 30g a 35¢, através da OBACC, durante doze minutos. Os animais foram
divididos em 3 grupos: Sham, os quais nao foram submetidos a isquemia
cerebral e receberam somente o veiculo (0.07% DMSO em 0.5%
carboximetilcelulose), Isquémico Veiculo (Isq V), os quais passaram pelo
processo da cirurgia (OBACC) e receberam veiculo. Isquémico tratado, os
quais também foram submetidos a cirurgia (OBACC) e receberam roflumilast
(10mg/kg) (Isg Rof), 60 min apoOs cirurgia, e durante os 21 dias do
experimento.

Testes comportamentais.

No sétimo dia apds a OBACC, foi realizada uma bateria de testes
comportamentais iniciada com o teste TCA no 7° dia de tratamento, LZE no
8° dia, TLY no 14° dia, e por fim, TSC no 21° dia. Apés o Ultimo teste
comportamental, todos o0s animais foram submetidos a perfuséo
transcardiaca e tiveram seus cérebros removidos para analise histolégica.

Andlises comportamentais e estatisticas.

Todas as analises comportamentais foram realizadas com o software de
leitura ANY-maze behavioural tracking Software. As andlises estatisticas
foram realizadas usando o software GraphPad PRISM 6, através da One-
Way ANOVA, seguida de teste de TUKEY.

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra os resultados obtidos no TCA. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais quanto a distancia percorrida
(F226=1,22; p=0,09). Estes resultados indicam que a ICGT ndo afetou a
atividade locomotora dos animais. No entanto, quando os animais foram
testados no LZE ao 8° dia apds a ICGT, observou-se uma queda na
exploracdo total dos animais. A ANOVA mostrou diferenca significativa
quanto ao numero de entradas no compartimento aberto (F226=30,1;
p<0,001;), bem como no numero de entradas no compartimento fechado
(F225=55,11; p<0,001). Animais isquémicos foram diferentes dos animais
sham (p<0.05). Da mesma forma, observou-se diferenca significativa no
tempo de permanéncia dos animais no compartimento aberto (F2 6= 5,025;
p= 0,014;) e no compartimento fechado (F226=6,074; p=0,0071). Diferencas
significativas foram observadas quando comparados os grupos Sham e Isq
V, Sham e Isq Rof, Isq V e Isq Rof (p,0.05). Ou seja, ha comportamentos
distintos entre os grupos e também se vé um efeito da droga nos grupos
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tratados. As razdes para as alteracées de locomogao no LZE aos 8 dias
apos ICGT sdo desconhecidas. Conforme a Figura 3, ANOVA mostrou
diferenca significativa para a imobilidade dos animais no TSC (F;24=3,92;
p=0,038), sendo o o0s grupos Isq V diferente dos outros grupos
experimentais (p<0.05). Porém, ndo houve diferenca significativa em relacao
a laténcia quando comparados o0s grupos experimentais (F,25=1,33; p=0,28),
sendo necessario testes estatisticos mais sensiveis para inferir uma
diferenca significativa em tal parametro. Tal comportamento verificado com a
andlise de imobilidade dos animais experimentados, pode ser caracteristico
de um possivel efeito antidepressivo do roflumilast em animais isquémicos.

Dintincia (om)

Figura 1. Efeito do tratamento com roflumilast (10 mg/kg) em camundongos submetidos a
ICGT e avaliados no teste de Campo Aberto. As colunas representam as médias e as
barras verticais os EPM (n=9-12 animais).
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Figura 2: Efeito do tratamento com roflumilast (10 mg/kg) em camundongos submetidos a
ICGT e avaliados no teste de Labirinto em Zero Elevado. *p<0.05 em relagao ao grupo
Sham e #p<0.05 em relacdo ao grupo Isq V. As colunas representam as médias e as barras
verticais os EPM (n=9-12 animais).
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Figura 3: Efeito do tratamento com roflumilast (10 mg/kg) em camundongos submetidos a
ICGT e avaliados no teste de Suspenséo pela Cauda. *p<0.05 em relagdo ao grupo Sham e
#p<0.05 em relacdo ao grupo Isq V. As colunas representam as médias e as barras verticais
os EPM (n=9-12 animais).

Conclusdes

O tratamento com roflumilast ndo alterou a atividade locomotora dos
animais isquémicos no CA apoés 7 dias da ICGT. No entanto, uma diminuicédo
da exploragdo nos animais isquémicos detectada no 8° dia apds a ICGT,
conforme os resultados no LZE, sendo em partes revertida pela
administragao da droga. O tratamento com roflumilast atenuou a expressao
de sintomas do tipo-depressivos induzidos pela ICGT em camundongos
avaliados no TSC. Em conjunto, os resultados apontam para um efeito
positivo do roflumilast sobre a recuperacéo funcional apés ICGT.
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