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Resumo

A depressdo maior € o mais comum dos disturbios de humor, e inclui sintomas
comportamentais, psicoldgicos e fisioldgicos. Os sintomas emocionais da depressdo incluem
anedonia, apatia, pessimismo, sentimento de culpa e perda de motivacdo; os sintomas
vegetativos incluem disturbios do sono e do apetite, perda de libido e retardo do pensamento e
da acdo. A teoria classica sobre as bases bioquimicas da depressdo considera um déficit
funcional dos neurotransmissores monoaminérgicos, como serotonina (5-HT) e noradrenalina
(NOR), em certos locais do cérebro. Porém, uma vez que existem tanto problemas de eficacia
quanto de seguranca e efetividade com os antidepressivos moduladores do sistema
monoaminérgico, tem se buscado entender o papel de outros sistemas na doenca, dentre eles o
glutamatérgico e o imune. A associacdo entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia
da depresséo € sustentada por estudos clinicos, em ao menos trés conjuntos de evidéncias:
niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias em pacientes depressivos, os beneficios de
imunomoduladorese a inducdo de quadros depressivos por imunoterapia com IFN-o. Nesse
estudo, camundongos Balb/c foram submetidos a 7 administragdes diarias de IFN-anas doses
de 3MIU/kg e 4MIU/kg e seus pesos monitorados durante todo o experimento. Durante os
ultimos 3 dias de administracdo de interferon os animais foram observados quanto a presenca
de comportamento doentio, e ap0s a sétima administracdo foram submetidos aos testes de
preferéncia por sacarose, suspensdo pela cauda (TST) e campo aberto. Ap6s o 6° dia de
tratamento, a dose de 4MIU/kg (mas ndo a de 3MIU) de IFN-a induziu aumento significativo
de sickness behavior em comparagdo com o grupo controle. N&o houve diferenca quanto ao
consumo de sacarose, peso corporal, tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda
ou a distancia total percorrida e nimero de cruzamentos no campo aberto. Os sintomas
apresentados no sickness behavior assemelham-se aos sintomas neurovegetativos da
depressdo, que tendem a aparecer previamente aos sintomas cognitivos e afetivos. Estudos
com lipopolissacarideo (LPS) sugerem que ha diferentes mecanismos neurais subjacentes ao
sickness behavior e a resposta comportamental tipo-depressiva devido a ativacdo do sistema
imune, e esse estudo estende a observacdo para o IFN. A variabilidade dos resultados nesse
modelo deve-se também a diferencas experimentais. Considerando a relevancia terapéutica de
prevenir ou atenuar a depressao induzida por IFN a busca por modelos experimentais Uteis na

procura de alternativas terapéuticas é relevante e o aqui apresentado pode ser um deles.



1. Introducgéo

A depressdo maior € o mais comum dos disturbios de humor, e inclui sintomas
comportamentais, psicoldgicos e fisiologicos, afetando 17-20% da populacdo mundial (Rang
& Dale, 2007, Simon, 2003). Esse disturbio prejudica a produtividade dos individuos afetados
e aumenta significativamente a frequéncia de tentativas de suicidio e o risco de morte por
suicidios completos (Kiyohara & Yoshimasu, 2009). Estima-se que 85 — 90% das mortes por
suicidio ocorreram em individuos com desordem psiquiatrica diagnosticavel, sendo a maioria
depressdo severa (Charney & Manji, 2004). Os sintomas emocionais da depressdo incluem
anedonia, apatia, pessimismo, sentimento de culpa e perda de motivagdo; os sintomas
bioldgicos incluem distarbios do sono e do apetite, perda de libido e retardo do pensamento e
da acdo (Rang & Dale, 2007).

Proposta por Schildkraut em 1965, a teoria classica sobre a bioquimica da depresséo
considera a hipGtese de que ha um déficit funcional dos neurotransmissores
monoaminérgicos, como serotonina (5-HT) e noradrenalina (NOR) em certos locais do
cérebro (Rang & Dale, 2007). Originalmente, a teoria era baseada em evidéncias de que
antidepressivos que reforcavam transmissdes monoaminergicas eram efetivos em atenuar o0s
sintomas da doenca e certas drogas que reduziam estes neurotransmissores poderiam induzir a
doenga (Stahl, 2008). Apoiando a teoria, evidéncias mostram que drogas bloqueadoras de
sintese de NOR e 5-HT revertem o beneficio de antidepressivos seletivos do sistema
monoaminérgico (Rang & Dale, 2007). Corroborando a teoria, apds uma dose intravenosa ou
oral de L-triptofano, a elevagcdo do aminoécido no plasma € menor em pacientes deprimidos,
indicando menor disponibilidade de L-triptofano nestes individuos (Rang & Dale, 2007).
Estudos sugerem que o metabdlito de 5-HT, o acido 5-hidroxi-indol-acético (SHIAA), esta
reduzido no liquido cerebroespinal de pacientes depressivos (Stahl, 2008); porém, a relacao
ndo é clara, uma vez que outros estudos mostram que a reducdo ocorre apenas em alguns
pacientes que tendem a ter comportamentos impulsivos.

Os farmacos antidepressivos desenvolvidos a partir da teoria monoaminérgica da
depressdo ndo sao inteiramente satisfatorios (Insel e Sahakian, 2012; Khan et al, 2012; Kirsch
et al, 2008) e, mesmo em pacientes responsivos, levam a efeitos adversos variados e
desagradaveis que em alguns casos causam interrupcdo da terapia. De modo evidentemente

contrério ao que se espera de terapias para uma condi¢do associada ao suicidio, estudos



sugerem que maior risco de suicidio ou comportamento suicida estd associado aos
antidepressivos mais utilizados (Cipriani et al, 2005; Licinio & Wong, 2005).

Uma vez que existem tanto problemas de eficacia quanto de seguranca e efetividade
com os antidepressivos moduladores do sistema monoaminérgico, tem se buscado entender o

papel de outros sistemas na doenga, dentre eles o sistema glutamatérgico e o sistema imune.

1.1 Sistema glutamatérgico e depressao

Evidéncias recentes sugerem que h& envolvimento do sistema glutamatérgico na
patofisiologia da depressdo (Sanacora et al, 2008). Foi relatado aumento nos niveis de
glutamato no plasma, no cortex frontal e occipital de pacientes com depressdo maior, além de
niveis aumentados de glutamina no cortex occipital (Hashimoto et al, 2007; Hashimoto, 2009;
Machado-Vieira et al, 2009). Estudos post-mortem mostram alteracbes na expressédo de
subunidades dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e metabotropicos em diferentes
areas enceféalicas de pacientes com depressdo (Machado-Vieira et al, 2009, Hashimoto, 2009;
Tokita et al, 2012).

O papel do sistema glutamatérgico na patofisiologia da depresséo € reforcado também
pela acdo antidepressiva de substancias antagonistas de receptores &cido N-metil-D-aspartato
(NMDA), como cetamina e memantina, de moduladores positivos de receptores acido-o-
amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-proprianico (AMPA), como piracetam, aniracetam e
ciclotiazide, de agentes que inibem a liberacdo de glutamato (por exemplo, riluzol), e de
drogas que afetam a expressdo e/ou funcdo de receptores metabotropicos, como 0s
antagonistas dos grupo | mGlu e do grupo Il mGlu e os agonistas do grupo Il mGlu (tais
como JNJ16259685) (Hashimoto, 2009; Machado-Vieira et al, 2009, Tokita et al 2012).

1.2 Sistema imune e depressao

A ativacdo da resposta inflamatoria ocorre em decorréncia de infeccBes por
microorganismos patogénicos e é mediada inicialmente por citocinas (como IL-B ¢ TNFa)
liberadas por macrdfagos (Kenneth et al, 2010). A partir da liberagdo dessas citocinas, ocorre
a inducdo da produgdo de outras, derivadas de linfocitos T, como IFNy, IL-6 e IL-8. A
existéncia de uma associacdo entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia da

depressdo é sustentada por estudos clinicos. Niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias,



como IL-6 e TNF-a (Dowlati et al, 2010,Howren et al, 2009, Myint et al, 2005), de células T
CDA4+ ativas (Maes, 2010), de prostaglandina E2 (Ohishi et al, 1988, Calabrese et al, 1986,
Linnoila et al, 1983), e de proteina C-reativa (Lanquillon et al, 2000 e Hafner et al, 2008)séo
encontrados em pacientes depressivos. As evidéncias de que farmacos que modulam o sistema
imune, como inibidores de COX-2 e antagonistas de TNF-a, apresentam beneficios
terapéuticos em pacientes depressivos colaboram na sustentacdo da associacdo entre a
patologia e a ativacdo de uma resposta inflamatoria.

A ativacdo imune € seguida da ativacdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO),
uma das responsdveis por converter triptofano em cinurenina. A IDO ¢ induzida
principalmente por IFN-y (Oxenkrug, 2007), além de outras citocinas pro-inflamatorias (Maes
et al, 2011) e do estresse oxidativo (Daley-Yates et al, 1988). A ativacdo da enzima desvia o
triptofano da via da serotonina para a via dos chamados catabdlitos de triptofano (TRYCATS),
como os acidos quinolinico e acido xanturénico. Foram encontrados niveis significativamente
reduzidos de triptofano plasmatico livre em pacientes deprimidos (DeMyer et al, 1981; Joseph
et al, 1984; Mgller, 1985; Cowen et al., 1989; Maes et al., 1990, 1991a, 1991b;) e h4d uma
associacdo entre a diminuicdo de triptofano livre e a expressdo de diversos sintomas da
depressdo maior (Curzon, 1979, Banki et al, 1981, Maes et al, 1990). O desvio do triptofano
da rota da serotonina para a rota dos seus catabolitos, consequente a ativagdo da IDO pelo
sistema imune, pode estar relacionado ao aparecimento dos sintomas depressivos, uma vez
que os catabdlitos de triptofano possuem efeitos depressogénicos e ansiogénicos (Lapin, 2003
e Mackay et al, 2006).

Em camundongos, comportamentos tipo-depressivos sdo induzidos por L-cinurenina,
em uma relacdo dose-dependente, assim como por lipopolissacarideo (LPS) (O’Connor et al
2009a, b). No teste de nado forcado e de suspensdo pela cauda a administracdo periférica de
LPS causou inducdo da IDO e aumento da imobilidade, alteracdes que sdo revertidas por 1-
metil-triptofano ou minociclina, que levam ao bloqueio da ativagéo da IDO e a reducéo da
producdo de citocinas pré-inflamatorias, respectivamente (O’Connor et al 2009b).

As citocinas inflamatorias podem influenciar duas rotas neurofarmacoldgicas
envolvidas na patofisiologia da depressdo maior: monoaminérgica e glutamatérgica. O
metabolismo de serotonina e noradrenalina é elevado por IL-1B no hipotalamo, cortex pré-
frontal e hipocampo (Merali et al, 1997, Song et al, 1999). A liberagcdo de citocinas
inflamatorias levam ao aumento da producdo de agonistas de NMDA (Muller & Schwarz,

2007). A recaptacdo de serotonina por transportador sindptico pode ser aumentada por IL-1



(Ramamoorty et al 1995), TNF-a (ver Mossner et al 1998) e IFN-a (ver Morikawa et al
1998). Citocinas podem influenciar a expressao dos receptores serotonérgicos 5-HT1A (Abe
et al 1999) e 5-HT2 (Kagaya et al 2001), alem dos niveis de dopamina que sao reduzidos por
IL-6, IL-2 e TNF-a (Song et al, 1999, Song, 2000 e Petitto et al 1997). Segundo Muller
(2014), os é&cidos cinurénicos e quinolinicos (TRYCATS) agem na neurotransmissdo

glutamatérgica como antagonistas e agonistas de N-metil-D-aspartato, respectivamente.

1.3 Interferon-o e a depressio

Amplamente utilizada, a imunoterapia com interferon-alfa (IFN-a) ¢é aplicada a
pacientes com alguns tipos de cancer e doencas virais cronicas, como hepatite C. Mudancas
comportamentais sdo observadas, incluindo humor deprimido, fadiga, anedonia, apetite
reduzido e aumento da sensibilidade a dor (Dantzer, 2009). Entre os muitos efeitos adversos
indesejados que acompanham o tratamento destaca-se a depressdo. Estima-se que sintomas
depressivos ocorram em 21-58% dos pacientes tratados com IFN-a (Raison, 2005). Relevante
a pesquisa translacional, comportamentos tipo-depressivos também aparecem em roedores
tratados com IFN-o. (Myint et al., 2009) e sdo atenuados pelo pré-tratamento com
antidepressivos (Musselman et al., 2001).

O interferon-alfa € uma citocina pleiotropica que induz um fenotipo depressivo
associado com altos niveis de inflamacdo (Raison & Muller, 2013). Sabe-se que esta citocina
¢ uma potente indutora de outras citocinas pro-inflamatdrias como interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Em pacientes com infecgao
cronica pelo virus HCV tratados com interferon-alfa e que desenvolveram depresséo,
observou-se aumento nos niveis plasmaticos basais de citocinas pro-inflamatorias (Wichers et
al., 2006). Além disso, o interferon-alfa induz hiperativacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-
adrenal como resultado de desregulagdo em mecanismos de feedback negativo. Esta
hiperativacdo pode ser considerada uma das caracteristicas da depressdo (Hoyo-Becerra et al.,
2014). No cortex pré-frontal os niveis de serotonina séo reduzidos por administracao de IFN-a.
(Asnis et al, 2003). A imunoterapia com a citocina também estd associada com niveis
reduzidos de triptofano no plasma (Maes et al 2001, Bonaccorso et al 2002, Wichers & Maes
2002) e estudos clinicos demonstram aumento na taxa de cinurenina/triptofano em pacientes
com hepatite C recebendo IFN-o (Maes et al 2001; Bonaccorso et al 2002). Assim, é de se

supor que a imunoterapia com IFN-a, uma vez que induz outras citocinas pro-inflamatorias,
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também induz a enzima IDO e consequentemente leva a menor disponibilidade de triptofano
com as consequéncias no humor acima detalhadas.

Uma vez estabelecida a associagédo entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia
da depressdo maior, modelos animais que mimetizem os efeitos da imunoterapia com
interferon-alfa sdo relevantes para estudos que busquem avaliar o uso de antidepressivos
durante o tratamento. Este trabalho visa a caracterizagcdo de modelo animal de depresséo

induzida por interferon-alfa em camundongos Balb/c.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer os pardmetros do modelo experimental de depressdo induzida por interferon-alfa

em camundongos Balb/c que induzam comportamentos correlatos de depresséo.

2.2 Objetivos Especificos

1) Determinar as doses de interferon-alfa que induzam comportamento doentio

(sickness behavior);

2) Determinar as doses de interferon-alfa que aumentem o tempo de imobilidade no teste de
suspensdo pela cauda;

3) Determinar as doses de interferon-alfa que diminuam a preferéncia por sacarose.
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3. Artigo Cientifico

Periodico: Journal of Pharmacological and Toxicological Methods
Titulo: Estabelecimento de Modelo de Depressdo Induzida por Interferon-alfa em
Camundongos Balb/c

Normas da Revista: http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws home/505

776?generatepdf=true e Anexo I.
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Resumo

Introducdo: A associacao entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia da depresséo €
sustentada por pelo menos trés conjuntos de evidéncias: niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias em pacientes depressivos, beneficios de farmacos imunomoduladores e a
inducdo de quadros depressivos por terapia com IFN-o. O objetivo deste trabalho € o
estabelecimento de modelo de depresséo induzida por interferon-alfa em camundongos.
Metodos: Camundongos Balb/c foram submetidos a administracfes diarias de IFN-a por 7
dias nas doses de 3MIU/kg e 4MIU/kg, com pesos corporais monitorados durante o
experimento. Durante os ultimos 3 dias de administracao os animais foram observados para a
verificacdo de comportamento doentio e apds a sétima administracdo foram submetidos aos
testes de preferéncia por sacarose, suspensdo pela cauda (TST) e campo aberto. Os resultados
foram analisados por ANOVA e/ou Friedman conforme apropriado. Resultados: Apds o 6°
dia de tratamento, a dose de 4MIU/kg (mas ndo a de 3MIU) de IFN-a induziu aumento
significativo de sickness behavior em comparacdo com o grupo controle. Nao houve diferenca
guanto ao consumo de sacarose, variacdo de peso corporal, tempo de imobilidade no teste de
suspensdo pela cauda ou desempenho no campo aberto entre os grupos. Discussdo: Os
sintomas apresentados no sickness behavior assemelham-se aos sintomas neurovegetativos da
depressdo, que tendem a aparecer previamente aos sintomas cognitivos e afetivos. Assim, 0
aumento demonstrado no sickness behavior de animais tratados com IFN-o 4MIU/kg, mas
ndo aumento no tempo de imobilidade do TST, sugere que 0s mecanismos por tras do
desenvolvimento desses sintomas sdo diferentes, corroborando com as evidéncias de modelos
tratados com LPS. Além disso, diferencas experimentais devem ser observadas a fim de que
se consolide o modelo, que tera melhor validade de face se apresentar comportamentos
correlatos de depressdo tais como aumento de imobilidade no TST e reduzida preferéncia a
sacarose. Palavras-chave: Depressao, Hepatite C, Interferon-a, Métodos, Sickness Behavior.
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1. Introducéo

A depressdo maior € o mais comum dos distirbios de humor, e inclui sintomas
comportamentais, psicologicos e fisiologicos, afetando 17-20% da populacdo mundial com
conseqiiéncias significativas (Rang & Dale, 2007, Simon, 2003). Esse distarbio prejudica a
produtividade dos individuos afetados e aumenta significativamente a frequéncia de tentativas
de suicidio e o risco de morte por suicidios completos (Kiyohara & Yoshimasu, 2009). Uma
vez que existem tanto problemas de eficacia quanto de seguranca e efetividade com o0s
antidepressivos moduladores do sistema monoaminérgico disponiveis no mercado, tem se
buscado entender o papel de outros sistemas na doenca, dentre eles o sistema glutamatérgico e
0 sistema imune.

A existéncia de uma associacdo entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia da
depressdo € sustentada por estudos clinicos, em ao menos trés conjuntos de evidéncias .Por
um lado,niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-o (Dowlati et al,
2010, Howren et al, 2009, Myint et al, 2005), de células T CD4+ ativas (Maes, 2010), de
prostaglandina E2 (Ohishi et al, 1988, Calabrese et al, 1986, Linnoila et al, 1983), e de
proteina C-reativa (Lanquillon et al, 2000 e Hafner et al, 2008)sdo encontrados em pacientes
depressivos. Além disso, as evidéncias de que farmacos que modulam o sistema imune, como
inibidores de COX-2 e antagonistas de TNF-a, apresentam beneficios terapéuticos em
pacientes depressivos colaboram na sustentacdo da associacdo entre a patologia e a ativacao
de uma resposta inflamatdria. Finalmente, a imunoterapia com interferon-alfa (IFN-a)
aplicada a pacientes com alguns tipos de cancer e doencas virais cronicas, como hepatite C,
induz quadros de depressdo entre os muitos efeitos adversos. Estima-se que sintomas
depressivos ocorram em 21-58% dos pacientes tratados com IFN-a (Raison, 2005); relevante

a pesquisa translacional, comportamentos tipo-depressivos tambem aparecem em roedores
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tratados com IFN-a (Myint et al., 2009) e sdo atenuados pelo pré-tratamento com
antidepressivos (Musselman et al., 2001).

O interferon-alfa é uma citocinapleiotropica, potente indutora de outras citocinas pro-
inflamatdrias como interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0). Em pacientes com infecgdo cronica pelo virus HCV tratados com interferon-alfa e
que desenvolveram depressdo, observou-se aumento nos niveis plasmaticos basais de
citocinas pro-inflamatorias (Wichers et al., 2006). Além disso, o interferon-alfa induz
hiperativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal como resultado de desregulacdo em
mecanismos de feedback negativo. Esta hiperativacdo pode ser considerada uma das
caracteristicas da depressdo (Hoyo-Becerra et al., 2014). Além disso, no cortex pré-frontal os
niveis de serotonina sao reduzidos por administracdo de IFN-o (Asnis et al, 2003).

Uma vez estabelecida a associagdo entre a ativacdo do sistema imune e a patofisiologia
da depressdo maior, modelos animais que mimetizem os efeitos da imunoterapia com
interferon-alfa sdo relevantes para estudos que busquem avaliar o uso de antidepressivos
durante o tratamento. Este trabalho visa a caracterizacdo de modelo animal de depresséo
induzida por interferon-alfa em camundongos Balb/c, utilizando os testes de preferéncia por
sacarose, indugdo de comportamento doentio (sickness behavior) e teste de suspensdo pela

cauda.

2. Materiais e Métodos

Animais

Camundongos machos adultos da linhagem Balb/c (60 dias) foram obtidos de fornecedores

credenciados (biotério da UFPel), sob supervisdo da Unidade de Experimentacdo Animal do
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HCPA. Os animais foram mantidos na UEA em ambiente controlado com temperatura entre
20 e 24 °C, umidade relativa do ar entre 40-60%, ciclo claro/escuro de 12h/12h com luzes
acesas as 7h. Os animais foram alimentados com racdo padrdo para a espécie e agua ad
libitum e permaneceram em quarentena e aclimatacdo por 2 semanas antes do inicio dos
experimentos. Todos os procedimentos ocorreram de acordo com 0s aspectos éticos adotados

na universidade (aprovacédo pelo comité de ética n° 28014).

Drogas

IFN-a 2b foi obtido da Aché (Sao Paulo, SP, Brasil) e albumina de soro bovino foi
adquirida da empresa Sigma (St Louis, MO, USA); aliquotas de IFN-a foram diluidas em
solugédo salina tamponada com fosfato (PBS). O grupo controle recebeu albumina 0,1%
diluida em PBS. As solugdes foram administradas no volume de 0,1 mL/10 g de peso

corporal, por via intraperitoneal.

Desenho experimental

Apds o periodo de aclimatacdo os animais foram isolados (1animal/caixa moradia) por
10 dias durante os quais duas garrafas de agua foram mantidas em cada caixa moradia como
adaptacdo para o teste de preferéncia a sacarose (vide abaixo). A partir do 15° dia os animais
foram tratados diariamente por 7 dias com IFN-a 3MIU/kg ou 4MIU/kg (doses definidas
através de pilotos realizados pelo grupo de acordo com a faixa encontrada na literatura) por
via intraperitoneal (n=14-15); os controles receberam solugdo tamponada com fosfato (PBS)

contendo 0,1% de albumina bovina. Os experimentos comportamentais foram realizados
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conforme a sequéncia mostrada na Fig. 1. Os animais foram pesados antes e ao fim do

tratamento com interferon.

Avaliacao do Sickness Behavior:

Um conjunto de sintomas tem sido considerado para a caracterizagdo de “‘sickness
behavior” (comportamento doentio), que inclui: postura corporal encurvada, ptose palpebral,
pelo irregular, erecdo do pelo, auséncia de resposta ao toque e letargia, (Anisman et al, 2007).
Os animais foram observados em sua caixa-moradia, durante 1-3 minutos, 1 x dia (entre 8:30
e 9:30 horas), durante os ultimos 3 dias de administracdo de interferon e na manha seguinte a
ultima administracdo. O grau de sickness behavior foi mensurado na seguinte escala de quatro
escores (considerando os parametros descritos acima exceto letargia): 0 = sem sintoma, 1 =
presenca de um sintoma, 2 = presenca de dois sintomas, 3 = presenca de trés ou mais sintomas

dos acima elencados.

Preferéncia por sacarose

A metodologia utilizada no teste de preferéncia por sacarose foi a relatada por Frenois
et al (2007). Baseia-se num paradigma no qual o animal pode escolher entre uma garrafa de
agua e uma garrafa contendo solucéo de sacarose. Ap6s serem aclimatados por 10 dias com
duas garrafas por gaiola, durante os 4 dias que precederam o inicio do tratamento com IFN-a
os animais foram submetidos (em suas caixas-moradia) a sessoes diarias de treinamento nas
quais uma garrafa contendo solucao sacarose 1% de foi justaposta a garrafa contendo de agua
por 12 horas (ciclo escuro); as sessdes de treinamento tem o objetivo de reduzir a reacdo a

novidade da solugcdo de sacarose e estabelecer as linha bases de consumo. A posi¢do das
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garrafas foi intercalada a cada dia, a fim de evitar preferéncia dos animais por um lugar
especifico. Os animais nao foram privados de comida ou dgua em gqualquer momento, seja na
fase de treinamento ou no teste. O consumo de fluido (gramas) foi medido atraves de pesagem
das garrafas antes e depois da sessdo de teste. O teste de preferéncia por sacarose foi realizado
apos a Ultima administracdo de IFN-a, durante 12 horas a partir do desligamento das luzes do
biotério. O consumo de sacarose foi expressado como porcentagem do total de liquido
consumido, considerando o total de liquido consumido e o peso corporal do animal, segundo a

formula: (sacarose consumida/liquido consumido) x 100/peso corporal.

Teste de suspensao pela cauda

A metodologia utilizada no teste de suspensdo pela cauda (tail suspension test) foi a
relatada por Steru et al. (1985) e adaptada para o nosso laboratdrio (Linck et al, 2012; Costa
campos et al, 2013). No dia seguinte ao ultimo tratamento, os animais foram suspensos pela
porcdo terminal de suas caudas (com uma fita crepe) a uma altura de 50 cm acima da
superficie. Foi avaliada a duracdo da imobilidade durante 6 minutos, conforme a metodologia
de referéncia, sendo que os animais foram considerados imdveis apenas quando se
balangavam passivamente ou permaneceram com movimentagdo minima. Apds o0s

experimentos, 0s animais retornaram a caixa moradia.

Atividade Locomotora

Para descartar reacdes ndo-especificas dos tratamentos farmacologicos e falsos
positivos no teste de suspensdo pela cauda, os camundongos foram testados quanto a

atividade locomotora em arenas de campo aberto feitas de melamina na cor cinza (40 x 40 x

18



40 cm). A atividade locomotora total (locomocdo) foi avaliada no periodo da tarde no mesmo
dia que os animais foram submetidos ao TST. Os animais foram filmados (por uma camera
digital instalada acima das arenas do campo aberto) durante 15 minutos, sendo os primeiros 5
minutos considerados como atividade exploratoria e os Gltimos 10 minutos como atividade

locomotora. Os videos foram analisados através do software ANY-Maze.

Anadlise estatistica:

Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Os dados ndo paramétricos foram analisados por Teste de Friedman e
Kruskal-Wallis, seguido de Mann-WithneyU.Foram considerados significativos valores de

p<0,05. Foram utilizados os programas PrismGraphPad 5.0 e SPSS 18.0 para Windows.

3. Resultados

Apbs o 6° dia de tratamento, a dose de 4MIU/kg (mas ndo a de 3MIU) de IFN-a
induziu aumento significativo de sickness behavior em compara¢do com o0 grupo controle
(H=11,6, p <0,01, Fig. 2A). N&o houve diferenca significativa quanto ao consumo de solugéo
palatavel no teste de preferéncia por sacarose (F241=0,5039, p=0,6078, Fig. 2B) ou peso
corporal entre os grupos (F2,41=0,9121, p=0,4097, Fig. 2C).

N&o se observou diferenga significativa (F241 =0,3348, p=0,7174) com nenhuma das
duas doses de interferon quanto ao tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela
cauda(Fig.3), nem tampouco a distancia total percorrida (F2,41=0,07471, p=0,9281) e nimero

de cruzamentos no campo aberto (F241=1,783, p=0,1809, dados n&o mostrados).
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4. Discussao

Nosso estudo pretende modelar a situacdo clinica observada em pacientes tratados
com IFN-o que desenvolvem sintomas depressivos. Apos 6 dias de administragao
intraperitoneal de IFN-a 4MIU/kg, camundongos Balb/c apresentaram aumento significativo
de parametros que caracterizam sickness behavior. Apos 7 dias de tratamento com IFN-a, ndo
houve aumento no tempo de imobilidade no TST, na preferéncia por sacarose, ou alteracdo de
peso corporal em relacdo aos controles.

Relevante para os objetivos deste trabalho, os sintomas apresentados no sickness
behavior assemelham-se aos sintomas neurovegetativos da depressdo, que tendem a aparecer
previamente aos sintomas cognitivos e afetivos da doenca (Dantzer et al 2008, 2011). Estudos
com animais tratados com lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina que provoca resposta
imune, sugerem uma dissociacdo entre mecanismos neurais subjacentes ao sickness dos
envolvidos na resposta comportamental tipo-depressiva devido a ativagdo do sistema imune
(Frenois et al, 2007). Segundo Dantzer et al (2008), resultados experimentais confirmam que
a depressdo associada a inflamacdo se desenvolve em cima de um cenario de sickness
behavior mas ndo se confunde totalmente com este. Assim, o aumento do sickness behavior
demonstrado nos animais tratados com IFN-a 4MIU/kg, mas auséncia de alteragdo no tempo
de imobilidade do TST e preferéncia por sacarose visto em nosso estudo, corroboram as
evidéncias relatadas para o modelo com LPS.

As administragdes cronicas de IFN-o com doses de 3 e de 4MIU/kg foram ineficientes
para induzir aumento de imobilidade no TST, podendo ser consideradas doses baixas, se
compararmos com os resultados de Ping et al (2012), em que camundongos tratados com
6MIU/kg apresentaram aumento no tempo de imobilidade no TST e FST e diminuigdo da

preferéncia por sacarose (as doses menores testadas pelo grupo apresentaram resultados
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positivos apenas no teste de nado forgado). Orsal et al (2008) encontraram efeitos cronicos de
IFN-o apenas no teste de nado forcado (FST) e ndo no TST enquanto De La Garza Il et al
(2005) ndo encontraram efeitos comportamentais de IFN-a em ratos, tanto no FST quanto em
teste de sacarose. A variabilidade dos resultados desse modelo se deve a diferencas
experimentais. Diferentemente dos estudos do nosso grupo e de Orsal et al que utilizaram
camundongos Balb/c, Ping et al testaram camundongos C57BL/6J e a via subcutanea de
administracdo. Possiveis diferencas na biodisponibilidade do IFN-a conforme a via de
administracdo e nos perfis imunologicos das linhagens, explicariam a oscilacdo dos
resultados, assim como a dose a qual os animais foram submetidos. Em nosso experimentos a
diferenca significativa no sickness desapareceu no dia dos demais testes comportamentais e
ainda assim ndo houve presenca de sintomas tipo-depressivos. E importante observar que a
diferenca estatistica foi perdida devido ao aumento nos escores de sickness do grupo controle,
enquanto o grupo de IFN-a 4MIU/kg ndo diminuiu seus escores. Uma possibilidade &,
portanto, realizar os testes de TST e preferéncia por sacarose no 7° dia onde o sickness
behavior é mais intenso. De qualquer maneira os dados terdo que ser analisados considerando
que possa haver dificuldades motoras no momento do teste de imobilidade.

De La Garza Il et al observaram diminuicdo significativa do peso de ratos tratados
agudamente com o IFN-a. Na clinica, a citocina leva a diminui¢do de apetite e anorexia
(Dantzer, 2009); embora a diferenca entre os grupos ndo tenha sido significativa no presente
estudo, é possivel observar uma tendéncia de diminuicdo do peso em uma que parece ter
alguma relacdo dose-dependente. Considerando-se que 0s animais apresentavam
uniformidade nos pesos corporais no inicio do experimento, os dados indicam que a reacdo ao
tratamento neste aspecto € variavel e pode ser explorado em trabalhos posteriores, uma vez
que a perda de peso pode ser relacionada a anorexia como parte de anedonia e indicaria

diferentes susceptibilidades a depresséo.
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Estudos do nosso grupo detectaram aumento no tempo de imobilidade no TST apoés
administracdo aguda de IFN-a; além disso, mostramos que a N-acetilcisteina (NAC), um
modulador glutamatérgico com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes centrais,
preveniu esse aumento (dados ndo publicados). Porém, uma vez que os sintomas de depressdo
induzida por IFN-a levam algumas semanas para aparecer na clinica, seria importante que a
modelagem em animais se faca mantendo o mesmo padrdo da clinica, ou seja, através de
administracdes cronicas da citocina para que o modelo tenha maior valor translacional e
validade de construto. Considerando-se (1) o percentual de pacientes que desenvolvem
sintomas depressivos durante o tratamento com IFN-a, (2) o fato do Rio Grande do Sul
apresentar o segundo maior percentual de casos confirmados de hepatite C no Brasil (13%,
Ministério da Saude, 2012), (3) as evidéncias de que ha uma forte relacdo entre depressao e
inflamacdo, e (4) a necessidade de um tratamento mais efetivo, especialmente com menos
efeitos adversos do que os antidepressivos padrdo que se somam aos efeitos vegetativos do
IFN-0, € relevante o estabelecimento de um modelo experimental para que se explorem novas

alternativas terapéuticas, tais como NAC.
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Fig. 1: Desenho experimental. Ap6s a habituacdo dos animais com duas garrafas e com a solugdo de sacarose, 0s
animais receberam tratamento diario com IFN-o (i.p.) por 7 dias. Apds o quarto dia de tratamento, iniciou-se a
avaliacdo do comportamento doentio, até ap6s o sétimo dia de tratamento, no qual foram realizados os testes de
preferéncia por sacarose, suspensdo pela causa e atividade locomotora. SB: Sickness Behavior; TST: Tail

Suspension Test.
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Fig 2. (A) Efeitos do IFN-a. no comportamento doentio em camundongos Balb/C. Dados expressos em média +-
EPM. n = 14-15. Dados analisados por Teste de Friedman; diferencas intradias por Kruskal-Wallis/Mann-
Whitney. ** p < 0,01 vs grupo PBS. (B) Efeitos do IFN-o no teste de preferéncia por sacarose e (C) no peso

corporal dos animais. Dados expressos em média +- EPM. n = 14-15.
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4. Conclusoes e perspectivas

A dose de 4MIU/Kkg de interferon-alfa induziu aumento significativo nos escores de
sickness behavior, mas ndo sintomas tipo-depressivos, tais como reducdo de preferéncia por
sacacore e aumento de tempo de imobilidade no TST. Outros estudos em modelos animais de
IFN-a apresentaram resultados variaveis, sendo provéavel por influéncia dos diferentes
desenhos experimentais, doses e vias de administracéo.

Pilotos realizados com camundongos Swiss também nao apresentaram resultados com
sintomas tipo-depressivos. Os dados relatados no trabalho ndo sdo de grande magnitude e é
pouco provavel que as alteragdes neuroquimicas vistas na literatura fossem replicadas. Os
sintomas vegetativos representados pelo sickness behavior em animais e por uma série de
parametros na clinica podem ser tomados como ponto decisivo para o inicio de medicacdo
antes que se estabeleca depressao de forma mais acentuada.

Uma vez estabelecido o modelo, a perspectiva é de que seja testado o efeito de NAC e
derivados. NAC é um modulador glutamatérgico, utilizado na clinica como mucolitico e na
intoxicacdo por paracetamol. Por sua acdo antioxidante, NAC tem sido utilizado em pacientes
tratados com IFN-a (Look et al, 1999, Grant et al, 2000, Neri, 2000) e os estudos clinicos sdo
focados na avaliacdo dos beneficios da associacdo de agentes antioxidantes com interferon.
Porém, estudos que avaliem se o uso concomitante de NAC altera a incidéncia, o0 curso ou a
intensidade dos sintomas depressivos observados em pacientes utilizando IFN-a ndo existem.
Além da acdo antioxidante e moduladora do sistema glutamatérgico, NAC mostrou ter
propriedades anti-inflamatérias em estudos animais (Khan et al, 2004, Gang et al, 2008,
Beloosesky et al, 2012) e em humanos (Nascimento et al, 2010, Mahmoud e Ammar, 2011,
Csontos et al, 2012). Assim, analisar os potenciais efeitos anti-depressivos de NAC na
depressdo induzida por IFN-a é de grande interesse, uma vez que ele poderia ser benéfico
tanto por sua acdo moduladora do sistema glutamatérgico, como por sua acdo sobre a

inflamacéo.
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Results
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must not replicate data in tables or figures. SI units must be used. For How To articles, some
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over the years.

Text to be divided into sections according to author choice

Specific instructions for ""Methods in drug discovery' articles:

These articles are specifically intended to showcase, for the wider audience, exactly how
methods were applied by a pharmaceutical company in the preclinical development of one of
their own drugs. While it is appreciated that companies may wish to keep certain information
confidential, it would be of great interest to the reader to be able to understand the logic (or

lack of) behind the choice of each preclinical test used in the drug's development.
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Demonstration that use of a series of models, methods, techniques and apparatus gave rise to a
drug that works in man is the closest we can get to a methods validation - a much neglected
area. The reader would also benefit by having revealed the logic behind the decision-making
that allowed the successful drug to proceed in development, while analogues and other
compounds were dropped. Consideration of whether this decision was making based on proof,
or on the exercise of judgement, or a mixture of both will be of value to the author as well as
the reader as it will identify weak areas in the process for future improvements in
pharmacological and toxicological methods.

Text to be divided into the following sections

Brief overview of evidence that drug X is now established as being clinically effective
Original hypothesis that triggered the search for a drug if type X Preclinical models used in
defining drug X's properties (subsections in sequence, explaining logic behind choice)
Outcome of tests (subsections in sequence, explaining logic behind successive decision
making) Conclusions

Specific instructions for all articles:

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article.
The list of compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem
Compound database and display it next to the online version of the article on ScienceDirect.
You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For each compound,
please provide the PubChem CID of the most relevant record as in the following example:
Glutamic acid (PubChem CID:611). The PubChem CIDs can be found via
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound. Please position the list of compounds immediately
below the 'Keywords' section. It is strongly recommended to follow the exact text formatting
as in the example below:

Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); Benzalkonium
chloride (PubChem CID: 15865)

More information is available at: http://www.elsevier.com/PubChem.
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List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,

Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQ); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
online only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications

that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not
opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the
color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.
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Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference management
packages. This covers packages using the Citation Style Language, such as Mendeley
(http://lwww.mendeley.com/features/reference-manager) and also others like EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing packages which
are available from the above sites, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article and the list of references and citations to these will be formatted
according to the journal style as described in this Guide. The process of including templates in

these packages is constantly ongoing. If the journal you are looking for does not have a
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template available yet, please see the list of sample references and citations provided in this
Guide to help you format these according to the journal style.

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the reference style
for this journal by clicking the link below:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-pharmacological-and-toxicological-
methods

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about the Citation Style
Language, visit http://citationstyles.org.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be
ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710,
Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman,
(Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Video data
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’ with

your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information
and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal
will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format

together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
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detailed  instructions  please  visit our  artwork  instruction  pages  at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access
to relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please
refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database:
xxxx  (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

* For reproduction in black-and-white, please supply black-and-white versions of the figures
for printing purposes.

For any further information please wvisit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
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