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RESUMO

Transtornos de ansiedade sdo patologias cronicas debilitantes, que resultam em um
prejuizo consideravel da qualidade de vida dos pacientes. Estas patologias afetam milhGes de
pessoas ao redor do mundo, sendo a forma mais comum de transtorno psiquiatrico. A
farmacoterapia é de grande importancia no tratamento dessas patologias, sendo os farmacos
disponiveis para o tratamento desses transtornos os ansioliticos e antidepressivos. Entretanto,
estes podem ocasionar diversos efeitos adversos, como disfuncéo sexual, sedacdo, prejuizo da
coordenacdo motora e distarbios de sono, especialmente quando administrados em doses mais
altas. Estima-se que 40-50% dos pacientes sao refratarios a esses tratamentos, justificando o
grande interesse no desenvolvimento de farmacos mais efetivos. O aumento da transmisséo
glutamatérgica no hipocampo e em regides corticais € um componente chave em transtornos
de ansiedade e, por isso, o sistema glutamatérgico tem sido considerado como fonte de novos
alvos farmacoldgicos em transtornos psiquiatricos. A N-acetilcisteina (NAC) € um modulador
glutamatérgico que demonstrou efeitos positivos para o tratamento de transtornos de
ansiedade tanto em modelos pré-clinicos como em testes clinicos. Sua utilidade como
ansiolitico em humanos j& foi evidenciada em transtornos onde a ansiedade é prevalente, tais
como a tricotilomania e TOC; em modelos animais de ansiedade com peixe-zebra; bem como
em modelos experimentais em camundongos, incluindo o teste marble-burying. Enquanto a
necessidade do desenvolvimento de medicamentos mais efetivos e com menos efeitos
adversos para 0 manejo de transtornos de ansiedade seja consenso, estratégias alternativas tém
sido exploradas. O uso concomitante de dois farmacos visando o efeito sinérgico, além de
possibilitar a utilizacdo de doses menores dos mesmos, diminuindo os efeitos adversos e
aumentando a tolerabilidade e aderéncia ao tratamento, tem sido amplamente utilizado e
recomendado para melhorar o prognostico dos pacientes refratarios aos tratamentos
convencionais. A acdo sinérgica entre NAC e certos antidepressivos ja foi verificada por
nosso grupo, logo, o objetivo desse trabalho foi investigar se 0 mesmo ocorre em relacdo a
atividade ansiolitica. Esse estudo demonstrou que a combinagdo de uma dose sub-efetiva de
NAC (150 mg/kg) com uma dose sub-efetiva de diazepam (1 mg/kg) induziu efeito ansiolitico
no teste de claro-escuro, sugerindo uma possivel interacdo clinicamente atil entre esses dois
farmacos. No entanto, a NAC nas duas doses administradas (100 e 150 mg/kg) prejudicou a
atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto, sugerindo que o efeito da NAC

associada ao diazepam no teste claro-escuro pode ndo ser exclusivamente ansiolitico, mas
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também estar associado a um efeito sedativo de NAC, apesar de o nimero de cruzamentos

entre os compartimentos claro e escuro ndo ter sido alterado pela associagéao.

Palavras-chave: ansiedade, N-acetilcisteina, diazepam, claro-escuro, campo aberto,
interacdo.



1. INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 Transtornos de Ansiedade

Transtornos de ansiedade s&o doencas cronicas e debilitantes, representando um alto custo
em nivel social e individual (Griebel e Holmes, 2013). Esses transtornos sdo 0 grupo mais
comum de transtornos psiquiatricos, afetando milhGes de pessoas ao redor do mundo e
ocorrendo em pelo menos um episodio durante a vida (Kessler et al., 2007). Transtornos de
ansiedade desencadeiam respostas fisiologicas, psicolégicas, hormonais e autdbnomas, tendo
como sintomas preocupacdo excessiva, sudorese, tremores e comportamentos repetitivos,
afetando a qualidade de vida dos individuos (Tovote et al., 2015; Griebel e Holmes, 2013).
Sintomas fisicos desses transtornos ocorrem devido a liberacdo de horménios do estresse,
como cortisol e adrenalina, que exercem seus efeitos em quase todos os 6rgaos do corpo
(Kumar, 2013). Quando néo tratados, os sintomas de ansiedade persistem e podem ocasionar
aumento da pressdo arterial, palpitacdes cardiacas, dores no peito, aumento na fregiiéncia
respiratoria ou falta de ar, aumento da tensdo muscular, irritabilidade, diminui¢do do fluxo
sanguineo intestinal, ndusea e diarreia, 0 que pode resultar em problemas cardiovasculares,
neurais e auto-imunes, entre outros (Kumar, 2013).

O DSM-5 reconhece sete subtipos de transtornos de ansiedade: transtorno de ansiedade de
separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia social),
transtorno de pénico, agorafobia e transtorno de ansiedade generalizada (American
Psychiatric Association, 2013). E bastante comum a comorbidade entre esses transtornos,
estimando-se que mais da metade das pessoas diagnosticadas com algum transtorno de
ansiedade também preenchem os critérios para outras destas patologias (Kessler, 1995).
Ainda, ha evidencias de que transtornos de ansiedade apresentam maior comorbidade do que
outros transtornos psiquiatricos tanto entre si quanto entre outras desordens fisicas e mentais,
como abuso de alcool e outras substancias e transtornos afetivos (Toft et al., 2005).

Transtornos de ansiedade incluem patologias que compreendem medo excessivo e
ansiedade e distlrbios comportamentais associados. Os transtornos de ansiedade diferem do
medo e da ansiedade desenvolvidos normalmente por serem excessivos ou persistirem além
de periodos apropriados. Ainda, diferem entre si nos tipos de objetos e situa¢es que induzem
medo, ansiedade ou comportamentos de esquiva, e na ideagdo cognitiva associada (American

Psychiatric Association, 2013).



1.2 Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG)

O transtorno de ansiedade generalizada € caracterizado por sintomas como ansiedade e
preocupacdo excessiva, e os individuos que sofrem dessa patologia encontram dificuldade em
controla-los. A ansiedade e preocupacdo sdo associadas com trés ou mais destes sintomas,
sendo que eles devem estar presentes ao longo de um periodo de seis meses: inquietacéo,
cansaco facil, dificuldade de concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular e distarbios do
sono. A ansiedade, preocupacdo ou sintomas fisicos causam sofrimento clinico significativo
OU prejuizos sociais, ocupacionais ou em outras areas importantes do funcionamento. E
importante salientar que essas perturbacGes ndo devem ser devido aos efeitos fisioldgicos
diretos de substancias (drogas de abuso ou medicamentos) ou de condicdo médica geral (p.
ex., hipertireoidismo), nem ocorrer exclusivamente durante transtornos de humor, transtorno

psicético ou transtorno do desenvolvimento (American Psychiatric Association, 2013).

1.3 Bases neurais envolvidas nos Transtornos de Ansiedade

Apesar do extenso estudo sobre transtornos de ansiedade, a literatura acerca dos
mecanismos neurais envolvidos nessas patologias ainda permanece escassa (Duval, 2015).
Estudos clinicos e em modelos animais de ansiedade tém sido muito importantes para uma
melhor caracterizacdo das bases neurais envolvidas nos transtornos de ansiedade e demais
patologias associadas. Estudos de neuroimagem utilizando ressonancia magnética funcional
(FMRI) tém sido essenciais para a associacdo entre comportamentos e cognicdo humana a
neuropatologia da ansiedade e de transtornos relacionados (Brooks e Stein, 2015). Ainda,
estudos em optogenética que usam como alvo subpopulagdes neuronais tém revelado aspectos
novos de circuitos especificos que compreendem comportamentos do tipo ansioso em
roedores (Tovote et al., 2015).

Estados de ansiedade sdo mediados por conexfes locais e de longo alcance entre
multiplas areas cerebrais. Algumas regides que tem um papel importante nos transtornos de
ansiedade, como a amigdala basolateral (BLA) e o ndcleo leito da estria terminal mediam
tanto comportamentos ansioliticos como ansiogénicos, indicando a presenca de circuitos
neuronais distintos na ansiedade, cujas funcbes sdo determinadas por alvos ou conexdes
especificas entre células. Por exemplo, a ativacdo do circuito BLA-hipocampo ventral é
ansiogénica, enquanto que a ativacdo da projecdo da amidala basolateral para a central é

ansiolitica (Tovote et al., 2015).
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O hipocampo desempenha um papel importante na ansiedade. Através de projecdes para
areas como a amigdala basolateral, o hipocampo ventral regula o medo contextual, enquanto
que o sistema septo-hipocampal estd fortemente envolvido na ansiedade induzida pelo
estresse, mediando fungbes ansioliticas e ansiogénicas e promovendo atencdo e inibicdo
comportamental (Tovote et al., 2015). Através do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA),
regulado pelo hipotdlamo e amigdala, ocorre a secrecdo de cortisol pela glandula adrenal,
sendo que o cortisol contribui para a resposta fisiologica do corpo ao estresse (Bear et al.,
2007). Visto que a ativacdo inadequada da amigdala e a diminui¢do de resposta do hipocampo
tém sido relacionadas com transtornos de ansiedade, o eixo HPA estaria desregulado nessas
patologias, assim como a liberacéo do cortisol (Bear et al., 2007).

Por serem caracterizados como uma expressdo prolongada e inadequada ao medo, 0s
transtornos de ansiedade se correlacionam ao medo em nivel comportamental, fisico e
neurobioldgico. Em transtornos de ansiedade, ocorre uma hiperativagdo do “circuito do
medo”, este que compreende o tdlamo, a amigdala, o hipocampo, o cortex anterior cingulado,
o0 estriado, o cortex sensorial e motor e a insula, regides envolvidas no processamento e
geracdo de emocOes e de informacdes sensoriais. Enquanto isso, ha uma hipoativacdo do
cortex pré-frontal, area relacionada ao planejamento de comportamentos e pensamentos
complexos, expressao da personalidade, tomadas de decisdes e modulagéo de comportamento
social. Diferentes areas cerebrais tém maior ou menor envolvimento dependendo do
transtorno de ansiedade ao qual estdo associadas. No transtorno de ansiedade generalizada,
por exemplo, ocorre uma hipoativacdo do cortex anterior cingulado e do cortex pré-frontal
diante de situagdes ameacadoras e hiperativacdo a emog¢des via um processamento nao efetivo
do cortex pré-frontal. Ja no transtorno de estresse pds-traumatico, ha hiperativagdo da insula e
da amigdala lateral e basal, para a consolidacdo e expressdo do medo; e hipoativacdo e
regulacdo ineficiente da ativacdo limbica pelo cortex anterior cingulado e cortex pré-frontal
(Brooks e Stein, 2015).

Entre o0s neurotransmissores envolvidos nos transtornos de ansiedade estdo a
noradrenalina, serotonina, peptideos opidides, endocanabindides, acido gama-aminobutirico
(GABA) e glutamato, os quais sdo alvos farmacoldgicos nos tratamentos dessas patologias
(Griebel e Holmes, 2013; Nuss, 2015). O glutamato € um neurotransmissor excitatorio do
sistema nervoso central, e niveis anormais de glutamato e receptores glutamatérgicos séo
encontrados no cérebro de pacientes com transtornos de ansiedade (Bergink et al., 2004;
Cortese e Phan, 2005; Krystal et al., 2010). Por outro lado, o sistema gabaérgico também

apresenta um papel bastante importante nos transtornos de ansiedade. O GABA ¢ o principal
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neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central, e sua conexdo com os transtornos de
ansiedade deve-se a sua agdo inibitoria em estruturas do sistema limbico responsaveis por
respostas de medo e ansiedade, como amigdala e hipocampo. Dessa forma, infusdes de
GABA ou de agonistas dos receptores GABA na amigdala, por exemplo, reduzem medo e

ansiedade em diversas espécies animais (Nuss, 2015).

1.4 Tratamentos farmacoldgicos nos Transtornos de Ansiedade

O tratamento de transtornos de ansiedade é comumente realizado através da combinagéao
de farmacoterapia e psicoterapia. A farmacoterapia € muito importante para 0 manejo de
transtornos psiquiatricos, tendo uma gama bastante diversa de farmacos de escolha para o
tratamento dessas patologias. Entre os principais farmacos utilizados, estao:

Inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (ISRS): Os ISRS atuam através da
inibicdo da recaptacdo de serotonina, aumentando esse neurotransmissor na fenda sinéptica
(Griebel e Holmes, 2013). Estes sdo os farmacos de primeira escolha para tratamento do
transtorno do panico e sdo muito utilizados no tratamento de transtorno de ansiedade
generalizada e outras subclasses de transtornos de ansiedade, como fobias especificas e
transtorno de estresse poOs-traumatico. Entre os principais farmacos dessa classe estdo a
fluoxetina, a sertralina e o citalopram.

Inibidores da receptacdo de noradrenalina (IRNA): Os IRNA atuam através da inibicdo
da recaptacdo de noradrenalina, aumentando este neurotransmissor na fenda sinaptica. O
principal fArmaco dessa classe é a venlafaxina.

Antidepressivos triciclicos (ADTs): Os antidepressivos triciclicos sdo farmacos eficazes
no tratamento dos transtornos de ansiedade. No entanto, estes apresentam como desvantagens
menor tolerabilidade e efeitos adversos graves como sonoléncia, ndusea e insénia, além de um
risco de superdosagem que pode levar a arritmias cardiacas e ao coma. Como exemplos
podemos citar imipramina e amitriptilina.

Benzodiazepinicos (BZDs): Essas drogas agem atraves da ativacao alostérica de subtipos
especificos de receptores GABAA, promovendo a neurotransmissdo inibitéria no cérebro.
Além de muito eficazes no tratamento do TAG, também s&o utilizados no tratamento da fobia
social e no transtorno do panico. Como exemplos principais estdo o diazepam, o alprazolam e

o clonazepam (Rang et al., 2012).
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Apesar dessa diversidade de farmacos, estima-se que 40-50% dos pacientes séo refratarios
a esses tratamentos (Wu et al., 2012), justificando, assim o grande interesse no

desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais efetivos.

1.5 Benzodiazepinicos e ansiedade

Os benzodiazepinicos sdo drogas que agem através da ativacdo alostérica de subtipos
especificos de receptores GABA,, potencializando a neurotransmissao inibitoria no cérebro.
Os benzodiazepinicos tém sido ansioliticos de referéncia ha mais de 50 anos, sendo muito
eficazes no tratamento do TAG, também sendo utilizados no tratamento da fobia social e no
transtorno do panico (Rang et al., 2012; Griebel e Holmes, 2013).

O diazepam é um benzodiazepinico de referéncia, que foi utilizado por décadas como
primeira linha no tratamento de transtornos de ansiedade (Tone, 2009) e, junto com outros
benzodiazepinicos, ainda é extensivamente utilizado para o controle dessas patologias
(Baldwin et al., 2014). Em uma revisdo feita com 172 artigos em que foi avaliada a eficacia
do diazepam no labirinto em cruz elevado (Plus-Maze), campo aberto (Open Field) e claro-
escuro, foi constatado que 0 mesmo apresenta efeito ansiolitico bastante robusto (Mohammad,
2015). Tendo isso em vista, 0 diazepam é muito usado como controle positivo em testes
comportamentais, por mostrar forte efeito ansiolitico nesses modelos (Chaouloff et al., 1997;
Costall et al., 1990; Crawley, 1985; Crawley e Goodwin, 1980; Pellow et al., 1985; Lepicard
et al., 2000; Hascoet e Bourin, 1998; Mechan et al., 2002; Colla et al., 2015).

Entretanto, essa classe de farmacos também apresenta certas desvantagens. O uso de
benzodiazepinicos em longo prazo pode desencadear efeitos adversos que incluem sedacao,
problemas de memodria, tolerdncia e dependéncia (Griebel e Holmes, 2013). Devido a
ocorréncia desses efeitos adversos, nos ultimos anos esses farmacos tém sido substituidos pelo
uso de antidepressivos e outros medicamentos. Apesar disso, 0s benzodiazepinicos continuam
sendo muito utilizados em modelos de ansiedade como controle positivo, e para o alivio de
ansiedade intensa e incapacitante ou em estagios iniciais do tratamento com antidepressivos
(Rang et al., 2012).

1.6 Teste claro-escuro e sua relacdo com diferentes drogas

O teste claro-escuro é comumente utilizado como um modelo de ansiedade e se baseia na

aversdo inata dos roedores a areas fortemente iluminadas, e no comportamento exploratério
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espontaneo dos roedores frente a estressores, como um ambiente novo ou a luz. Esse modelo é
relacionado ao transtorno de ansiedade generalizada, sendo que o aparato é dividido em dois
compartimentos, um claro e outro escuro, que permitem com que 0 animal se mova
livremente de um a outro. Em situac¢Bes nas quais 0s animais ndo estdo sob efeito de algum
tratamento, os mesmos tendem a rapidamente se mover para 0 compartimento escuro apos
serem colocados na éarea iluminada (Bourin, 2015).

Os efeitos dos benzodiazepinicos sdo detectados com seguranga nesse teste; logo, se 0s
animais forem submetidos a um tratamento com um agonista benzodiazepinico, a apreensdo
de permanecer ou de entrar na &rea iluminada € abolida. O diazepam é um benzodiazepinico
frequentemente utilizado nesse teste, mostrando forte efeito ansiolitico e sendo usado como
controle positivo (Crawley, 1981; Hascoet e Bourin, 1998; Onaivi and Martin, 1989; Young e
Johnson, 1991; Costall et al., 1990; Imaizumi et al., 1994). Outros benzodiazepinicos
apresentam também forte efeito ansiolitico nesse teste, como o flurazepam (Crawley, 1981) e
lorazepam (De Angelis, 1992). No entanto, certos antagonistas benzodiazepinicos, como
flumazenil, ndo apresentam efeito ansiolitico nem ansiogénico (Crawley, 1985; Shimada et
al., 1995), enquanto que agonistas inversos como o etil B-carbolina-3-carboxilato (B-CCM)
(Crawley et al., 1984; Imaizumi et al., 1994) e metil B-carbolina-3-carboxilato (B-CCE)
(Shimada et al., 1995; Imaizumi et al., 1994) apresentam efeito ansiogénico.

Além dos benzodiazepinicos, outras drogas ansioliticas também apresentam efeito nesse
teste comportamental (Bourin, 2015). O envolvimento do sistema serotoninérgico, por
exemplo, tanto em transtornos de ansiedade como nesse teste comportamental € bastante
complexo. Alguns estudos sugerem que um aumento na transmissdo de serotonina, ou 5-
hidroxitriptamina (5-HT), promoveria a ansiedade, enquanto que uma redugdo nesse
neurotransmissor iria diminui-la (Bourin, 2015). Tendo isso em vista, os farmacos de primeira
escolha no tratamento de transtornos de ansiedade séo os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS), que atuam inicialmente aumentando esse neurotransmissor na fenda
sindptica (Griebel e Holmes, 2013). No entanto, a existéncia de diferentes receptores torna o
quadro mais complexo e atribui efeitos distintos dependendo do tipo de receptor alvo de agédo
da droga, se 0 mesmo esta localizado pré ou pos sinapticamente, e do teste comportamental
utilizado. No teste claro-escuro, por exemplo, agonistas do receptor 5-HTia, como a
buspirona, que € um agonista parcial do receptor, apresentam forte efeito ansiolitico, enquanto
antagonistas do receptor 5-HT,anc, COMO a ritanserina e a ketanserina, e agonistas 5-HT;
apresentam somente potencial ansiolitico. Além disso, ha uma caréncia de farmacos que

atuem nesses receptores de forma seletiva (Bourin, 2015).
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Antagonistas colecistoquinina-2 (CCK-2), por sua vez, apresentam potencial ansiolitico
no teste claro-escuro, enquanto que agentes adrenérgicos apresentam potencial ansiogénico
(Bourin, 2015).

1.7 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) tem sido usada nos ultimos 30 anos como um tratamento para
overdose por paracetamol, como um mucolitico em pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), agente terapéutico no tratamento de HIV e na nefropatia induzida
por contraste (Dodd et al., 2008). Nos ultimos anos, tem, ainda, surgido uma gama bastante
alta de evidéncias que sugerem o uso da NAC no tratamento de doencas psiquiatricas, visto
gue o seu mecanismo de acdo se sobrepde a patofisiologia de varios transtornos
neuropsiquiatricos, como autismo, depressdo, adicdo a drogas, esquizofrenia, transtorno
bipolar, transtornos de ansiedade, doenca de Alzheimer e Parkinson (Dean et al., 2011).

NAC é o derivado N-acetil do aminoacido L-cisteina e é rapidamente absorvido por via
oral (Arakawa et al., 2007). L-cisteina €, entdo, rapidamente oxidada a cistina no meio pro-
oxidante do cérebro. Cistina é o substrato do antiporter cistina-glutamato, o qual transporta
glutamato para fora da célula em troca de cistina, regulando, assim, os niveis extracelulares de
glutamato e facilitando a entrada de cisteina no interior da célula (Kau et al., 2008). Dentro da
célula, cistina pode ser reduzida a cisteina, que é o componente limitante da sintese da
molécula enddgena antioxidante glutationa (Lushchak, 2012). NAC tem, ainda, a capacidade
de modular a atividade dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) via glutationa e seus
derivados (Gilbert, 1991; Leslie et al., 1992; Varga et al., 1997) e de dopamina (Berk et al.,
2013).

Tendo em vista a gama bastante alta e diversa de efeitos adversos ligados ao uso dos
ansioliticos atuais, ha um crescente nimero de estudos na literatura explorando o uso de NAC
no tratamento de desordens psiquiatricas, mostrando evidéncias de um potencial beneficio da
NAC nesses transtornos (Dean et al., 2011). Em relagdo ao transtorno obsessivo-compulsivo
resistente ao tratamento monoterapico, NAC reduziu os sintomas em um paciente tratado
diariamente por varias semanas com NAC adjunto a fluvoxamina (Lafleur et al., 2006), e
inibiu significativamente o comportamento de marble-burying em camundongos (Egashira,
2012). Ainda, reduziu os sintomas em pacientes com tricotilomania (Grant et al., 2009) e
escoriagdo neurdtica (skin-picking) (Odlaug e Grant, 2007). Além disso, NAC mostrou-se

efetiva em ensaios clinicos no tratamento de pacientes com esquizofrenia (Lavoie et al., 2008;
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Bulut et al., 2009) e transtorno bipolar (Berk et al., 2008; Berk et al., 2011); e apresentou
efeito do tipo-ansiolitico em peixe-zebra no teste claro-escuro (Mocelin et al., 2015).

1.8 Associagdes medicamentosas para tratamento de ansiedade

Apesar de a terapéutica medicamentosa atual incluir muitos farmacos que
isoladamente sdo eficazes em muitas doencgas, € extremamente comum a prescricao
simultanea de dois farmacos. Quando isso acontece e uma das drogas interfere com a outra
alterando o efeito esperado, ocorre uma interacdo medicamentosa. Se a alteragdo for
quantitativa, o efeito proprio do farmaco pode aumentar (sinergia), diminuir (antagonismo
parcial) ou cessar (antagonismo total). O efeito sinérgico, quando benéfico, pode apresentar
diversas vantagens, como o aumento da eficacia terapéutica; reducdo dos efeitos adversos
devido a possibilidade de uso de menores doses dos farmacos associados sem prejuizo da
intensidade do efeito; obtencdo de maior duracdo de efeito pelo impedimento, por exemplo,
da excrecdo do farmaco; combinacdo de laténcia curta com duracdo de efeito prolongada,
entre outras. As desvantagens da interacdo medicamentosa, no entanto, consistem na somacéo
de efeitos indesejaveis quando os farmacos associados tém o mesmo perfil toxicoldgico. Por
isso, deve-se atentar para que medicamentos em uso simultaneo tenham diferente espectro de
efeitos adversos (Fuchs e Wannmacher, 2010).

A adicdo de uma segunda droga com um mecanismo de acéo diferente para 0 manejo e
tratamento de pacientes que sdo resistentes ao medicamento atual € uma estratégia bastante
sustentada na literatura (Ipser, 2006). A associacdo de inibidores da recaptacdo de serotonina
com antipsicoticos atipicos como risperidona, aripiprazol e olanzapina no tratamento de
transtornos de ansiedade resistentes tem recebido atencdo nos ultimos tempos e tem se
mostrado efetiva em diversos estudos (Brawman-Mintzer, 2005; Sepede et al., 2006;
Worthington et al., 2005; Blier et al., 2005; Nemeroff et al., 2005). Para o tratamento do
transtorno de ansiedade generalizada, a eficacia da combinacdo de antipsicéticos atipicos com
outros farmacos foi confirmada em dois estudos. No primeiro, a associacdo de fluoxetina e
olanzapina diminuiu os sintomas em pacientes com TAG (Pollack, 2006) e no segundo
estudo, por sua vez, a associacdo de risperidona com o tratamento inicial dos pacientes
melhorou significativamente os sintomas (Brawman-Mintzer, 2005). Schwartz e
colaboradores (2005) demonstrou, ainda, uma diminui¢do nos sintomas de ansiedade apos a
associacao de tiagabina com ISRS e benzodiazepinicos. No entanto, vale ressaltar que varios

destes medicamentos que tém sido utilizados em associagdo com medicamentos ansioliticos,
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como antipsicoticos atipicos, estdo associados a um aumento significativo de efeitos adversos
como sedacdo, hipotenséo postural, cefaleia, disfuncfes sexuais, taquicardia e ganho de peso
(Rang et al., 2012).

Com relacdo a avaliacdo dos efeitos da NAC em associacdo com psicofarmacos,
Costa-Campos e colaboradores (2013) demonstraram que a administragdo de uma dose sub-
efetiva de NAC foi capaz de reduzir a dose minima efetiva de uma serie de antidepressivos,
como fluoxetina, escitalopram e imipramina. Ainda, Lafleur (2006) obteve melhora clinica
significativa nos sintomas obsessivo-compulsivos com a associacdo de NAC e fluvoxamina.
Considerando o anteriormente exposto, a associacdo de NAC com medicamentos ansioliticos
parece ser uma estratégia interessante, pois a NAC apresenta um perfil bastante favoravel de
efeitos adversos, bem como um mecanismo de acdo envolvendo a modulacdo de vias

glutamatérgicas que possuem um papel importante na fisiopatologia da ansiedade.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito da combinacdo de NAC e diazepam quanto ao efeito ansiolitico em

modelos de ansiedade em camundongos.
2.2 Objetivos especificos

(i) Avaliar o efeito da combinacdo de doses sub-efetivas de NAC e diazepam no teste

claro-escuro em camundongos CF1,

(i1) Avaliar o efeito da combinagéo de doses sub-efetivas de NAC e diazepam no teste de

campo aberto (Open Field) em camundongos CF1;
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RESUMO

Introducéo: Transtornos de ansiedade sé&o cronicos e debilitantes, afetando a qualidade de
vida de milhdes de pessoas ao redor do mundo. Entre os farmacos utilizados no manejo dessas
patologias, destacam-se 0s benzodiazepinicos, como o diazepam, ansioliticos de referéncia
extensivamente utilizados para o tratamento dos transtornos de ansiedade. No entanto, essa
classe de medicamento apresenta efeitos adversos bastante prejudiciais, o que justifica a
procura por farmacos com mecanismo de acao diferenciado e outras estratégias alternativas. A
N-acetilcisteina (NAC), um modulador glutamatérgico, tem demonstrado efeitos positivos
pré-clinicos e clinicos em diversos transtornos psiquiatricas, como ansiedade e transtorno
obsessivo-compulsivo. Além disso, a administracdo de NAC com outros medicamentos, a fim
de se obter um efeito sinérgico, demonstrou resultados bastante favoraveis no tratamento da
depressdo e de sintomas obsessivo-compulsivos. Objetivo: verificar o efeito da combinagéo
de NAC e diazepam quanto ao efeito ansiolitico em modelos de ansiedade em camundongos.
Meétodos: foram realizados os testes de claro-escuro (Light and Dark) e campo aberto (Open
Field) em camundongos CF1. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA de uma via e
0 teste post hoc de Tukey. Resultados: somente a NAC na dose sub-efetiva de 150 mg/kg
guando administrada em combinacdo com uma dose sub-efetiva de diazepam (1 mg/kg) foi
capaz de aumentar o tempo gasto pelos animais no compartimento claro e a laténcia para sair
do compartimento claro no teste claro-escuro. Ainda, no teste de campo aberto, as duas doses
de NAC (100 mg/kg e 150 mg/kg), tanto em combinacdo com salina quanto quando
administradas com diazepam, diminuiram significativamente a distancia total percorrida pelos
animais. Concluséo: a associacdo de NAC na dose de 150 mg/kg e diazepam demonstrou
efeito ansiolitico no teste claro escuro, sugerindo uma possivel interacdo clinicamente Util
entre esses dois farmacos; no entanto, NAC prejudicou a atividade locomotora dos animais no
campo aberto. Mais estudos sdo necessarios para que seja verificada se ha correlagcdo entre

esses resultados, e para melhor caracterizar as bases moleculares da interagéo.

Palavras-chave: ansiedade, N-acetilcisteina, diazepam, claro-escuro, campo aberto,

interacg&o.
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1. INTRODUCAO

Transtornos de ansiedade sdo patologias cronicas e debilitantes, representando um alto
custo em nivel social e individual (Griebel e Holmes, 2013). Esses transtornos sdo o grupo
mais comum de transtornos psiquiatricos, afetando milhdes de pessoas ao redor do mundo e
ocorrendo em pelo menos um episédio durante a vida (Kessler, 2007). Os mesmos
desencadeiam respostas fisioldgicas, psicoldgicas, hormonais e autdbnomas, tendo como
sintomas preocupacdo excessiva, elevacdo da pressdo arterial, sudorese, tremores e
comportamentos repetitivos, afetando a qualidade de vida dos individuos (Tovote et al., 2015;
Griebel e Holmes, 2013).

O manejo desses transtornos é comumente realizado através da combinacdo de
farmacoterapia e psicoterapia, sendo a primeira de essencial importancia. Os farmacos de
primeira escolha para o tratamento dos transtornos de ansiedade sdo o0s antidepressivos
(inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, os inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina e os antidepressivos triciclicos) e os ansioliticos (benzodiazepinicos e nédo
benzodiazepinicos) (Rang et al., 2012). Entre essas classes de farmacos, os benzodiazepinicos
tém sido ansioliticos de referéncia, sendo muito eficazes no tratamento do TAG e também
sendo utilizados no tratamento da fobia social e no transtorno do panico (Rang et al., 2012). O
diazepam foi utilizado por décadas como um farmaco de primeira linha no tratamento de
transtornos de ansiedade (Tone, 2009) e, junto com outros benzodiazepinicos, ainda €
extensivamente utilizado para o controle dessa patologia (Baldwin et al., 2014), apresentando
efeito ansiolitico bastante robusto e sendo utilizado como controle positivo em testes
comportamentais como campo aberto, labirinto em cruz elevado (Plus-Maze) e claro-escuro
(Mohammad, 2015; Chaouloff et al., 1997; Costall et al., 1990; Crawley, 1985; Crawley e
Goodwin, 1980; Pellow, et al., 1985; Lepicard et al., 2000; Hascoet e Bourin, 1998; Mechan
et al., 2002; Colla et al., 2015).

Entretanto, essa classe de farmacos também apresenta certas desvantagens. O uso de
benzodiazepinicos em longo prazo pode desencadear efeitos adversos que incluem sedacéo,
problemas de memoria, tolerdncia e dependéncia (Griebel e Holmes, 2013). Tendo isso em
vista, ha um grande interesse no desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais efetivos.
O aumento da transmissdo glutamatérgica no hipocampo e em regides corticais € um
componente chave em transtornos de ansiedade (Bergink et al., 2004; Cortese e Phan, 2005;
Krystal et al., 2010) e, por isso, o sistema glutamatérgico tem sido considerado como fonte de

novos alvos farmacoldgicos em transtornos psiquiatricos. A N-acetilcisteina (NAC) é um
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modulador glutamatérgico que tem demonstrado um crescente numero de estudos na literatura
explorando o seu uso no tratamento de transtornos psiquiatricos, mostrando evidéncias de um
potencial beneficio (Dean et al., 2011). Entre esses transtornos psiquiatricos, a NAC mostrou
efeitos positivos para o tratamento de transtornos de ansiedade, tanto em modelos pré-clinicos
como em testes clinicos (Dean et al., 2011). Sua utilidade como ansiolitico em humanos foi
evidenciado em transtornos onde a ansiedade é prevalente tais como a tricotilomania (Grant et
al., 2009); em peixe-zebra (Mocelin et al., 2015); bem como em modelos experimentais em
camundongos, incluindo o teste marble-burying (Egashira, 2012).

Enquanto isso, estratégias alternativas tém sido utilizadas para reduzir os efeitos adversos
associados ao uso de medicamentos ansioliticos. Uma delas é a administracdo simultanea de
dois medicamentos com mecanismos de acdo diferentes, a fim de se obter um efeito sinérgico.
Lafleur (2006) obteve melhora clinica significativa nos sintomas obsessivo-compulsivos com
a associacdo de NAC e fluvoxamina e, ainda, acdo sinérgica entre NAC e certos
antidepressivos ja foi verificada por nosso grupo (Costa-Campos et al., 2013). Logo, 0
objetivo desse trabalho é investigar o efeito da interacdo de NAC e diazepam quanto ao efeito
ansiolitico nos modelos de claro-escuro (Light and Dark) e campo aberto (Open Field) em

camundongos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais: Foram utilizados camundongos machos adultos (2-3 meses) da linhagem
CF1, criados no CREAL/UFRGS, vinculados ao projeto 30119, aprovado pela Comissdo de
Pesquisa de Ciéncias Bésicas da Saude. Os animais foram mantidos (4-5 por gaiola 30 x 20 x
13 cm) no camundongario do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em ambiente controlado (20-24°C, ciclo claro/escuro de 12h, comida e agua
ad libitum) por pelo menos 15 dias antes dos experimentos. A limpeza e manutengdo foram
realizadas pela equipe contratada pela universidade e corresponderam aos padrdes da mesma.

2.2 Drogas: N-acetilcisteina (NAC) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St Louis, USA) e o
diazepam da Teuto Brasil (Goias, Brasil). Todos os farmacos foram diluidos em solugéo
salina. As solucdes foram administradas por injecdo i.p. no volume de 0,1 mL/10 g de peso
corporal. Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n = 17-18/grupo):
salina + salina, salina + diazepam dose sub-efetiva (1 mg/kg), NAC dose sub-efetiva (100
mg/kg) + salina, NAC (100 mg/kg) + diazepam (1 mg/kg), NAC dose sub-efetiva (150
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mg/kg) + salina e NAC (150 mg/kg) + diazepam (1 mg/kg). Os grupos foram pré—tratados
com uma injecdo de salina, NAC 100 mg/kg ou NAC 150 mg/kg uma hora antes do teste e,
apos, foram tratados com uma segunda injecdo de salina ou diazepam (1 mg/kg) 30 minutos
antes do teste. As doses sub-efetivas de NAC e diazepam foram determinadas através de

experimentos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa.

2.3 Testes comportamentais

2.3.1 Claro-escuro (Light and Dark): O aparato consiste em uma caixa de madeira
retangular (46 x 27 x 30 cm), dividida em uma area menor (18 x 27 cm) e uma area maior (27
x 27 cm) com uma abertura (7.5 x 7.5 cm) entre elas. O compartimento menor ¢ pintado de
preto ¢ nao ¢ iluminado, enquanto que o compartimento maior ¢ pintado de branco e
iluminado com uma luz de 60 W. A sala foi iluminada apenas por luz vermelha ¢ os
experimentos foram realizados entre 8h-12h. Os animais foram colocados individualmente no
compartimento claro com a face virada para a abertura e o experimento foi gravado por 5
minutos por uma camera digital. O tempo gasto por cada animal no compartimento claro, a
laténcia para a primeira entrada no lado escuro e os cruzamentos entre o lado claro e escuro

foram avaliados.

2.3.2 Campo aberto (Open Field): A fim de descartar reagdes ndo-especificas aos
tratamentos farmacoldgicos ou mudancas na locomogdo, os animais foram colocados em um
aparato de madeira cinza (40 x 40 x 40 cm), no qual foi analisada a atividade locomotora
(locomocao) dos mesmos. Ainda, como uma medida de ansiedade, foi observado o tempo
gasto no centro em relacdo a periferia. O experimento foi gravado por 5 minutos por uma
camera digital instalada acima da arena e os videos foram analisados utilizando o software
ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

2.4 Analise Estatistica: Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo

teste post hoc de Tukey. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. Foi utilizado
0 programa Prism GraphPad Prism 6.0.
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3. RESULTADOS

A figura 1 mostra os resultados do teste claro escuro. Com relagdo ao parametro tempo
gasto no compartimento claro, a ANOVA de uma via revelou que houve diferenca
significativa entre os grupos [F(5,97) = 4,503; p = 0,001]. O teste post hoc de Tukey
demonstrou que a combinacdo de NAC 150 mg/kg e a dose sub efetiva de diazepam (1
mg/kg) aumentou significativamente o tempo gasto no compartimento claro em relacdo ao
grupo controle (salina + salina) (p < 0,01), em relacdo ao grupo NAC 150 mg/kg + salina (p <
0,05) e também em comparacdo ao grupo salina + diazepam (p < 0,05), sugerindo um efeito
do tipo ansiolitico da combinacdo de diazepam e NAC 150 mg/kg neste modelo (Fig 1A). Ja a
figura 1B mostra a laténcia para os animais sairem do compartimento claro. Em relacéo a esse
parametro, a ANOVA de uma via demonstrou diferenca significativa entre os grupos [F(5,97)
= 3,45; p = 0,0066]. O teste post hoc de Tukey revelou que apenas NAC 150 mg/kg +
diazepam (1 mg/kg) foi capaz de aumentar a laténcia para saida do compartimento claro em
comparagdo com os animais tratados com salina + salina (p < 0,05). Em relacdo ao numero de
cruzamentos entre os lados claro e escuro, a ANOVA de uma via ndo revelou diferenca
significativa entre os grupos [F(5,97) = 1,06; p = 0,39] (Fig. 1C).

A figura 2 mostra os resultados do teste de campo aberto. Em relacdo a distancia
percorrida, a ANOVA de uma via revelou que houve diferenca significativa entre 0s grupos
[F (5,96) = 13,09; p < 0,0001]. O teste post hoc de Tukey demonstrou uma diminuicao
significativa da distancia percorrida nos animais tratados com NAC 150 mg/kg + salina (p <
0,01) e NAC 150 mg/kg + diazepam (p < 0,001) em comparagdo com 0s animais tratados com
salina + salina (Fig 2A). Em comparacéo aos animais tratados com salina + diazepam, tanto as
doses de NAC 100 mg/kg + salina (p < 0,05) e NAC 150 mg/kg + salina (p < 0,001) quanto a
combinacdo de NAC 100 mg/kg + diazepam (p < 0,001) e NAC 150 mg/kg + diazepam (p <
0,001) reduziram a atividade locomotora dos animais (Fig 2A). Sendo assim, é possivel
concluir que as duas doses de NAC prejudicaram a atividade locomotora dos animais.

Em relacdo ao tempo de exploragdo no centro (Fig. 2B) e na periferia (Fig. 2C), a
ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos nesses dois
parametros [F(5,96) = 1,4; p = 0,23 e F(5,96) = 1,43; p = 0,22; respectivamente].
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4. DISCUSSAO

Este estudo traz como principal resultado o potencial ansiolitico da interacdo entre uma
dose sub-efetiva de NAC (150 mg/kg) e uma dose sub-efetiva de diazepam (1 mg/kg).
Considerando-se a gama bastante alta de efeitos adversos associados a utilizacdo de
benzodiazepinicos, e levando-se em conta que o efeito sinérgico da interacdo de doses
diminuidas de dois farmacos € capaz de reduzir os efeitos adversos relacionados a utilizacédo
de doses mais altas de cada um destes farmacos isoladamente, esse estudo sugere uma
interacdo clinica possivelmente Util entre NAC e diazepam.

No teste claro-escuro, a interagdo entre a maior dose sub-efetiva de NAC (150 mg/kg) e a
dose sub-efetiva de diazepam demonstrou efeito ansiolitico no tempo gasto no compartimento
claro pelos animais e na laténcia para sair do compartimento claro, mas ndo houve alteracdo
do nimero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. O tempo gasto no
compartimento claro é o principal indicativo de efeito ansiolitico ou ansiogénico de drogas no
teste claro-escuro, visto que uma area intensamente iluminada é extremamente aversiva para
roedores (Costa-Campos et al., 2004). Ainda, um aumento na laténcia para o primeiro
cruzamento é considerado um pardmetro confidvel para medir um comportamento
desinibitério e diminuicdo da ansiedade (Costa-Campos et al., 2004; Bourin e Hascoet, 2003).
Tendo isso em vista, a medida desses dois parametros por si s6 sugere o potencial ansiolitico
da interacdo entre NAC e diazepam nesse teste.

No teste de campo aberto, no entanto, as duas doses de NAC (100 mg/kg e 150 mg/kg),
tanto em combinacdo com salina quanto quando administradas com diazepam, diminuiram
significativamente a distancia total percorrida pelos animais. Uma reducdo nesse parametro
pode indicar um prejuizo na atividade locomotora dos animais, associado a administracdo de
drogas. No entanto, ndo € possivel afirmar que o efeito ansiolitico demonstrado pela interacédo
de NAC + diazepam no teste claro-escuro esteja diretamente relacionado ao prejuizo na
atividade locomotora, visto que o nimero de cruzamentos de um compartimento a outro no
teste claro-escuro ndo se alterou. Uma das explicag¢fes para a diminuicdo na distancia total
percorrida seria o efeito da sedagdo causada por algumas drogas, mas se este tivesse sido o
caso, 0 nimero de cruzamentos estaria diminuido, visto que uma diminuicdo no nimero de
cruzamentos pode detectar efeito sedativo relacionado a administracdo de altas doses de certas
substancias (Crawley, 1981). Ainda, experimentos prévios do nosso grupo utilizando a mesma
dose de NAC (150 mg/kg) ndo haviam demonstrado prejuizo locomotor no teste campo aberto

(Noetzold, 2013). Por isso, mais testes sdo necessarios para se certificar que ha correlacao
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entre o prejuizo locomotor, o potencial ansiolitico da interacdo entre NAC e diazepam e a
administracdo de NAC. Em relacdo a auséncia de efeito ansiolitico no teste de campo aberto,
experimentos realizados pelo nosso grupo ja haviam demonstrado que a administracdo aguda
de NAC na dose de 150 mg/kg ndo altera o tempo de exploracdo do centro em relacdo a
periferia (Noetzold, 2013).

Experimentos prévios do nosso grupo ja haviam demonstrado o potencial ansiolitico de
NAC em diferentes modelos comportamentais, incluindo nos testes claro-escuro e campo
aberto. No teste claro-escuro, NAC per se demonstrou efeito ansiolitico em uma dose aguda
de 150 mg/kg (Noetzold, 2013), o que n&o foi reproduzido no presente estudo, visto que essa
mesma dose apresentou efeito ansiolitico somente quando em combinacdo com uma dose sub-
efetiva de diazepam. Diferencas entre o tipo e severidade dos estressores externos (como
condicdes de moradia, barulho, transporte e condi¢des de alojamento) podem ser responsaveis
por resultados varidveis, visto que o estresse afeta a atividade motora e diferentes tipos de
estressores podem afetar parametros psicoldgicos e resultar em respostas comportamentais
distintas (Sanchez, 1996; Conour et al., 2006). Apesar do nosso protocolo experimental ndo
envolver estresse proposital, condi¢bes desfavoraveis nas quais 0s presentes testes foram
realizados, como a sala de experimentos utilizada atualmente pelo nosso grupo de pesquisa,
que esta sujeita a perturbacdes como barulhos e odores (devido a auséncia de isolamento
acustico e exaustdo), certamente estdo relacionadas a grande variabilidade demonstrada pelos
animais nos parametros medidos nos testes comportamentais e a divergéncia nos resultados
encontrados em compara¢do com experimentos anteriores do grupo. Além disso, diferencas
de local de fornecimento dos animais e condi¢des de alojamento dos mesmos também foram
fatores que certamente influenciaram na discrepancia dos resultados encontrados.

Além disso, estudos indicam que a realizacdo de um teste logo apds o outro podem alterar
0 comportamento e desempenho dos animais. A exposicdo prévia ao labirinto em cruz
elevado, por exemplo, elimina a resposta ansiolitica do diazepam no teste claro-escuro,
enquanto que o teste de suspenséo pela cauda imediatamente antes desse teste pode aumentar
a sensibilidade a uma resposta do tipo ansiolitica (Rodgers et al., 1993). Visto isso, ha a
possibilidade de que a realizagdo do teste de campo aberto logo apds o teste claro-escuro
tenha interferido no comportamento exploratorio dos animais, resultando na diminuicdo da
distancia percorrida pelos animais no segundo teste, como foi observado no presente estudo.

O GABA ¢ o principal neurotrasmissor inibitorio do sistema nervoso central, enquanto o
glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio. Esse balanco entre excitacdo e inibicdo

garante a excitabilidade cortical, e mudancas no metabolismo desses neurotransmissores
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desempenham papeis importantes no controle dessa excitabilidade cortical. O ciclo de
transformacbes GABA/Glutamato é fechado na sinapse tripartite e, em condi¢des fisioldgicas,
0 contetido no neurdnio gabaérgico estd em equilibrio com as concentracdes intraterminais de
glutamato (Mathews e Diamond, 2003). O glutamato é sintetizado nos neurénios
glutamatérgicos, liberado na fenda sinaptica e, posteriormente, é capturado pelo astrocito,
onde é convertido em glutamina pela glutamina sintetase. A glutamina é, entdo, tanto nos
neurdnios gabaérgicos como glutamatérgicos, convertida a glutamato e este é posteriormente
convertido em GABA nos neurbnios gabaérgicos pela acdo da enzima glutamato
descarboxilase (Liang et al., 2006). GABA €, entdo, metabolizado a succinato pela acdo da
GABA-transaminase (GABA-T) e da semialdeido succinico descarboxilase (SSADH), e este
entra no ciclo de Krebs e é novamente transformado em glutamato, que é liberado e
recapturado pelo astrocito (Liang et al., 2006).

O balanco entre esses dois neurotransmissores e suas forcas inibitorias e excitatorias é
interrompido por um aumento na excitacdo glutamatérgica, levando a um aumento na
ansiedade (Wieronska et al., 2011). Um aumento no efluxo de glutamato no cértex pré-frontal
e hipocampo foi observado apds uma situacao de estresse (Moghaddam et al., 1993; Bagley e
Moghaddam, 1997), e comportamentos ansiogénicos foram observados em animais que néao
possuiam a enzima GADG65, responsavel pela converséo de glutamato em GABA (Kash et al.,
1999). Além disso, neurbnios glutamatérgicos parecem expressar transportadores GABA
(GAT1) e GABA-T/SSADH (Roettger e Amara, 1999; Martin e Tobin, 2000). O GABA
liberado pelas células que contém GABA pode ser capturado pelas células glutamatérgicas e
reciclado para formar glutamato e, similarmente, neurénios gabaérgicos podem capturar
glutamato extracelular (Roettger e Amara, 1999). O glutamato capturado por esses neurénios
gabaérgicos aumenta a glutamato descarboxilase e, consequentemente, a sintese de GABA,
aumentando, dessa forma, os niveis de GABA. Dadas todas as conseqiiéncias da interacdo
entre o sistema gabaérgico e glutamatérgico, uma das hipdteses € de que a NAC, através da
modulacdo glutamatérgica, aumentaria agudamente a liberacdo de glutamato pela sua acdo no
antiporter cistina-glutamato, e esse glutamato aumentado na fenda sinaptica forneceria
substrato para 0 aumento da sintese de GABA nos neur6nios gabaérgicos. Como o diazepam é
um modulador de receptores GABAA que aumenta os efeitos depressores do GABA, essas
duas drogas agiriam em sinergismo aumentando a atividade inibitoria cerebral e, assim,

diminuindo o comportamento do tipo-ansioso dos animais no teste claro-escuro
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5. CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou efeito ansiolitico da combinacdo de uma dose sub-efetiva de
NAC (150 mg/kg) com uma dose sub-efetiva de diazepam (1 mg/kg) no teste claro-escuro.
Além disso, 0 mesmo foi capaz de verificar um prejuizo na atividade locomotora dos animais
relacionado a administragdo de NAC no teste de campo aberto, sugerindo que o efeito da
administracdo de NAC + diazepam pode ndo ser exclusivamente ansiolitico, mas também
estar associado a um efeito sedativo de NAC. Devido a série de efeitos adversos associados a
utilizacdo de benzodiazepinicos, e considerando-se que o efeito sinérgico da interacdo de duas
substancias é capaz de reduzir os efeitos adversos relacionadas a elas, esse estudo sugere uma
interacdo clinica possivelmente atil entre NAC e diazepam. No entanto, mais estudos sao
necessarios para gque seja verificada se ha relacdo direta entre o prejuizo locomotor e o efeito
ansiolitico verificado ap6s a administracdo de NAC 150 mg/kg + diazepam, visto que o
namero de cruzamentos — medida de ansiedade - ndo se alterou no teste claro-escuro; além de

melhor caracterizar as bases moleculares da interacdo entre essas duas substancias.
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Figura 1 — Efeito interativo de doses sub-efetivas de NAC e uma dose sub-efetiva de
diazepam no teste claro-escuro. NAC 100 mg/kg (NAC100), salina (SAL) e NAC 150
mg/kg (NAC150) foram administradas 1 hora antes do teste. Diazepam 1 mg/kg (DZP) e
Salina (SAL) foram administradas 30 min antes do teste. Média * desvio padrdo * p < 0,05;
** p < 0,01 comparado a salina + salina; * p < 0,05 comparado a salina + diazepam (1 mg/kg);
“ p < 0,05 comparado a NAC 150 mg/kg + salina. One Way ANOVA/Tukey’s multiple
comparison test.
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Figura 2 — Efeito interativo de doses sub-efetivas de NAC e uma dose sub-efetiva de
diazepam no teste de campo aberto. NAC 100 mg/kg (NAC100), salina (SAL) e NAC 150
mg/kg (NAC150) foram administradas 1 hora antes do teste. Diazepam 1 mg/kg (DZP) e
Salina (SAL) foram administradas 30 min antes do teste. Média + desvio padrdo * p < 0,05;
** 1 < 0,01; *** p < 0,001 comparado a salina + salina; * p < 0,05; ** p < 0,001 comparado a
salina + diazepam (1 mg/kg). One Way ANOVA/Tukey’s multiple comparison test.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esse estudo foi capaz de verificar efeito ansiolitico da interacdo de uma dose sub-efetiva
de NAC (150 mg/kg) com uma dose sub-efetiva de diazepam (1 mg/kg) nos parametros de
tempo gasto no compartimento claro e laténcia para sair do compartimento claro no teste claro
escuro. Esse resultado, apesar de preliminar, aponta para uma possivel interagdo clinicamente
atil entre essas duas substancias. Ainda, NAC nas duas doses (100 mg/kg e 150 mg/kg), tanto
em combinacdo com salina quanto em combinacdo com diazepam, diminuiu a distancia
percorrida pelos animais no teste campo aberto, 0 que sugere que a mesma ocasionou um
prejuizo locomotor.

Dessa forma, pretende-se realizar mais estudos para que haja uma melhor caracterizagdo
da interacdo entre essas duas substancias, além de outros testes para que seja verificada se ha
relagdo entre o efeito ansiolitico causado pela administracdo de NAC 150 mg/kg + diazepam e
0 prejuizo locomotor. Adicionalmente, pretende-se realizar mais testes comportamentais para
que seja verificado o efeito da interacdo entre NAC e diazepam em outros modelos de

ansiedade.
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journal to Neuropharmacology. If an author does not wish for this to happen, the manuscript can be submitted to
Neuropharmacology without reference to the previous submission. No information will be exchanged between journals
except at the request of authors. However, if the original referees' reports suggested that the paper is of high quality, but not
suitable for the first journal, then it will often be to an author's advantage to indicate that referees' reports should be made
available.

Authors should revise the original submission in accordance with the first journal's set of referee reports, and submit the
paper to Neuropharmacology with a covering letter describing the changes that have been made, and informing the Editors
that the authors will ask for the referee's reports to be forwarded from the Consortium journal. The authors then must contact
the first journal, and ask that reviews be forwarded, indicating they have submitted to Neuropharmacology, providing the new
manuscript 1D number.

The Editors of Neuropharmacology will use forwarded referee's reports at their discretion. The Editors may use the reports
directly to make a decision, or they may request further reviews if they feel such are necessary.

Visithttp://nprc.incf.org for alistof Consortium journals, as well as further information on the scheme.

PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text should be in single-column
format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing
the article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face,
italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual
table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will be required
whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and ‘grammar-check’ functions of your word
processor.
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for internal
cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of
the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference:
only relevant modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the
foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is
often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a
subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be
given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check
that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-
publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the
time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
suchfootnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results
and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstractitself.

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The graphical
abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a
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separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images and in
accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core findings of
the article and should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum

85 characters, including spaces, per bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general and plural
terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and', 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

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.nm.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: https://www.elsevier.com/PubChem.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include
them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates
Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from a block
grant or other resources available to a university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.
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Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SlI). If other units are mentioned,
please give their equivalent in SI.

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 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.

Electronic
artwork General
points
e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Embed the used fonts if the application provides that option.
e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look
similar.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.
e Use a logical naming convention for your artwork files.
¢ Provide captions to illustrations separately.
e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
e Submit each illustration as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website: https://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.
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:
e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number of pixels and
limited set of colors;
e Supply files that are too low in resolution;
e 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
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services to authors preparing to
submit a manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can
produce scientific, technical and medical- style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is
also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website
to find out more.

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.

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.

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.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to
allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is
encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation details are not yet known,
but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such citations should
be in the same style as all other references in the paper.

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 their reference template available in many of the most popular reference
management  software products. These include all products that support Citation Style Language styles
(http://citationstyles.org), such as Mendeley (http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
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article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/neuropharmacology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug- ins for Microsoft Word or
LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the
style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used
by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at
proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the
following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of publication. Citations may be made directly
(or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, thenchronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have recently shown ...."
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. J. Sci. Commun. 163, 51-59.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York. 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: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.),
Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13.03.03).

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/.

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 https://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.

Supplementary material can 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. Please
note that such items are published online exactly as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data
supplied as an Excel file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to supplementary data
during any stage of the process, then please make sure to provide an updated file, and do not annotate any corrections on a
previous version. Please also make sure to switch off the "Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will
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appear in the published supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

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
https://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported databases.

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 https://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.

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 E-mail address

¢ Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes) Further

considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

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

e 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

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

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE
Proofs

For all accepted manuscripts, page proofs will be sent to the corresponding author (or the first- named author) for checking.
Corrections to the proofs must be restricted to printer's errors. Any substantial alterations other than these may be charged
to the author. Authors are particularly requested to return their corrected proofs as quickly as possible in order to facilitate rapid
publication. Please note that authors are urged to check their proofs carefully before return, since late corrections
corrections cannot be guaranteed for inclusion in the printed journal. Reprints and copies of the issue (at a specially
reduced rate) can be ordered on the form which will accompany the proofs. These should be returned to: Elsevier Ltd,
Bampfylde Street, Exeter, EX1 2AH, U.K.

Disclaimer:

Whilst every effort is made by the publishers and editorial board to see that no inaccurate or misleading data, opinion or
statement appears in this journal, they wish to make it clear that the data and opinions appearing in the articles and
advertisements herein are the sole responsibility of the contributor or advertiser concerned. Accordingly, the publishers, the
editorial board and editors and their respective employees, officers and agents accept no responsibility or liability.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of
proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and
answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given
in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online version and PDF.
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We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely yourresponsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free access to the final published
version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any communication channel,
including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent
once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do not receive a Share Link as their final
published version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track your accepted article at
https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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