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RESUMO

Nos ultimos anos, a suplementacdo com acido félico (AF) vem sendo amplamente
incentivada devido a sua importante prevencdo dos defeitos no fechamento do tubo neural
(DFTN). Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda que as gestantes
recebam AF na dosagem de 400ug por dia, até o final do primeiro trimestre. Porém, com as
politicas publicas de fortificacdo de alimentos com AF, a ingestdo deste pode estar excedendo
o limite recomendado e sdo escassos os estudos avaliando as consequéncias dessa “super”
exposicdo a longo prazo nas gravidas que utilizaram o AF como suplementacdo. Assim,
nosso objetivo foi avaliar os efeitos da suplementagdo com AF sob parametros motores e de
memoria apos o periodo de prenhez das ratas Wistar. Foram utilizadas vinte e uma ratas
Wistar, e assim que confirmada a prenhez, divididas em trés grupos experimentais: Controle
(racdo padrdo de biotério), AF2 (2mg AF/Kg de dieta) e AF20 (20mg AF/Kg dieta). Tanto a
ragdo gquanto os animais foram pesados todos os dias, sendo as avaliagdes comportamentais
através dos testes de Campo Aberto, Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitoria, as
quais foram iniciadas apds o desmame (n=7/grupo). Nossos resultados ndo mostram diferenca
entre 0s grupos, apenas entre dias dentro do mesmo grupo, quando analisado o ganho de peso
diario e a quantidade de racdo consumida durante a gestacdo. Quando avaliada a atividade
locomotora e a memdria aversiva, 0s grupos nao apresentam quaisquer diferencas entre eles.
No entanto, quando avaliada a memoria de longa duracdo no teste de reconhecimento de
objetos ambos os grupos suplementados apresentam um pior desempenho, sugerindo um
déficit na formacdo da memoria. No seu conjunto, nossos resultados demonstram que tanto a
dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto a em excesso (20mg/Kg), em animais tratados
durante os 21 dias de gestacdo estdo associados a um déficit na memoria de reconhecimento,

mas ndo na memoria aversiva e nem na atividade locomotora.

Palavras-chave: folato, vitamina B9, gravidez, aprendizado, cognicéo.



ABSTRACT

In recent years, supplementation with folic acid (FA) has been widely encouraged due to
important prevention of neural tube defects (NTD). Currently, the World Health Organization
(WHO) recommends that pregnant women receive a daily dose of 400ug to FA until the end
of the first trimester. However, with the public policy of fortification of foods with AF, the
intake of this may be exceeding the recommended limit and there are few studies evaluating
the consequences of this "super” long-term exposure in pregnant women who used the FA as
supplementation. Thus, our aim was to evaluate effects of supplementation to FA in both
motor and memory parameters after the pregnancy period in female Wistar rats. Twenty-one
Wistar rats were used, and so confirmed the pregnancy, divided into three groups: control
(standard diet of biotery), FA2 (2 mg FA/kg diet) and FA20 (20 mg FA/kg diet). Both feed
and the animals were weighed every day, and the behavioral assessments through Open Field,
Object Recognition and Inhibitory Avoidance test, which began after weaning (n = 7/group).
Our results show no difference between the groups, only between days within the same group,
when analyzing the average daily gain and the feed intake during pregnancy. When measured
locomotor activity and aversive memory, the groups do not present any differences between
them. However, when evaluating the long-term memory in the object recognition test both
groups supplemented have a poorer performance, suggesting a deficit in formation of
memory. Taken together, our results demonstrate that both recommended dosage (2mg/kg)
and excess (20 mg/kg) in treated animals during the 21 days of pregnancy are associated with

a deficit in the recognition memory but not in memory or aversive and locomotor activity.

Keywords: folate, vitamin B9, pregnancy, learning, cognition
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDO FOLICO

O écido folico (AF) é uma vitamina hidrossoltvel do complexo B, ndo sintetizada
pelos humanos e por esse motivo deve ser obtida através da ingestdo de alimentos como
espinafre, brécolis, figado e algumas frutas citricas. Essa vitamina é critica para a biossintese
de nucleotideos, remetilacdo da homocisteina e reacdes de metilacdo (Smith et al., 2008;
Araujo et al., 2015). Em varios tecidos, incluindo o cérebro, essa vitamina tem um papel
critico nas reacdes de transferéncia de um carbono, essenciais para a sintese de DNA e RNA,
nucleotideos do metabolismo de aminoacidos e para reacGes de metilagdo (Araujo et al.,
2015) conforme a Figura 1. No encéfalo, esse papel é crucial para a sintese de
neurotransmissores, horménios, fosfolipidos de membrana e de mielina (Araujo et al., 2015),
sendo que recentemente se sugeriu que ingestdo de folato durante a gravidez tem um papel

importante na manutencdo da mielina (Lee et al., 2010).

Acidofélico
Serina l Metionina
THF \
SHMT
Glicina (vit. Bg) MG SAM DNA, RNA neurotransmissores,
MS mielina, fosfolipideos
5,10-MTHF (vit. By) BHMT Melilfransferases
dUMP, A\ .
N Betaine
\ SAH Pro_duto
. o MTHFR metilado
dTMP <./ ¥ , /
¥ ’/ 10-FTHF 5-MTHF Homocisteina
DHF ! l
.
Nucleotideos Cisteina
contendo adenina e
guanina

Figura 1. Via do folato no metabolismo de um carbono. 5,10-MTHF: N5,N10-metilenotetraidrofolato;
5-MTHF: Nb5-metiltetraidrofolato; 10-FTHF: N10- formiltetraidrofolato, BHMT: betaina—homocisteina
metiltransferase; DHF: diidrofolato; DMG: dimetilglicina; dTMP: deoxitimidina monofosfato; dUMP:
deoxiuridina monofosfato; MS: metionina sintase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; SAH: S-
adenosilhomocisteina; SAM: s-adenosilmetionina; SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetraidrofolate;
TS: thimidilato sintase e vit B12: vitamina B12. Adaptado de Araujo et al., 2015.

O folato ¢é a forma natural encontrada nos alimentos, estando presente na natureza na

forma de poliglutamatos, e 0 AF, por ser monoglutamico, tem uma maior biodisponibilidade.
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A absor¢éo de folato depende da reducdo da forma poli para monoglutamica no intestino.
Quando absorvido, o folato é reduzido a tetraidrofolato (THF), o composto ativo (Féliz et al.,
2012), e sua excrecdo se d& através de vias urinarias e biliares (Ferreira et al., 2005).

A relacdo do AF com a reducdo de defeitos do fechamento do tubo neural (DFTN) no
periodo embrionario ja é bem estabelecida (Czeizel & Dudas, 1992); recentemente, a sua
suplementacdo também vem sendo associada a prevencao de eventos isquémicos (Assaneli et
al., 2004) e danos oxidativos causados pela homocisteinemia (Matté et al., 2007), ao controle
dos sinais e sintomas da doenga de Alzheimer (Mattson & Shea, 2003) e melhoras no quadro
de depressao (Budni et al.,2013).

1.2 SUPLEMENTACAO DE ACIDO FOLICO

Desde a década de 90 existe um crescente incentivo a suplementagdo com AF durante
a gestacao, visto que essa é uma intervencao que esta relacionada com uma reducao nos riscos
de ocorréncia de DFTN (Rosemberg et al., 2005; Asadi-Pooya et al., 2015); por isso, a
ingestdo dietética adequada de AF se torna de extrema importancia para mulheres em idade

fertil ou para aquelas que pretendem engravidar (Salvalagio et al., 2005).

Inicialmente, em 1968, a OMS sugeriu uma dose profilatica de 300 pg diarias de AF
durante toda a gestacdo. Entretanto, em 1998, essa dose de suplementacdo foi elevada para
400 pg/dia (OMS, 2013), a qual € mantida até hoje e deve ser feita pelo menos um més antes
da gestacdo até o final do primeiro trimestre da mesma. Em 1996, o FDA (Food and Drug
Administration) determinou o enriquecimento de cereais e todas as farinhas com 140 ug de
acido fdlico/ 100 g de farinha de trigo (Jacques et al., 1999). No Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o regulamento técnico que estipula a fortificacao
de farinhas de trigo e milho com ferro e AF, atraves da RDC 344/2002 (ANVISA, 2002), para
que toda a populacdo no Brasil, em especial as gestantes, tenha acesso a essa vitamina
(Ferreira et al., 2005).

Contudo, apesar da OMS recomendar o uso da suplementacdo apenas até o final do
primeiro trimestre, muitas mulheres ingerem esse nutriente durante toda a gestacao, sendo que
uma suplementacdo tardia, ou seja, ap0s o terceiro més da gravidez, ndo teria mais efeito
sobre a prevencédo de defeitos do tubo neural (Stoltzfus et al, 1998). Considerando-se que 0

nivel de ingestdo de AF em alimentos fortificados é estimado em ndo mais do que 100 a 200
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Mg por dia, e reconhecendo que muitas gestacdes ndo sdo planejadas, todas as mulheres que
possam engravidar devem tomar um multivitaminico contendo 400 pg de AF diariamente
(Health Canada, 2014). E importante que os profissionais de salide nio aconselhem doses
mais elevadas de AF do que é recomendado, pois ha informacdes limitadas sobre
suplementacdo de &cido félico em doses mais elevadas (Cawley et al., 2015).

Mesmo em paises sem fortificacdo obrigatdria, as pessoas tém 4&cido folico nédo
metabolizado detectavel no sangue, o que poderia indicar superdosagem, provavelmente por
causa da ingestdo voluntéria de alimentos (Sweeney et al., 2005). Entdo, parece claro que com
a politica de fortificacdo obrigatdria de farinaceos, muitas pessoas podem apresentar altos
niveis de &cido fdélico ndo metabolizado na corrente sanguinea. Um estudo realizado nos
Estados Unidos constatou que 78% das mulheres pds-menopausicas em jejum tinham acido
folico ndo metabolizado no sangue (Troen et al., 2006). Outro estudo relatou a presenca de
AF ndo metabolizado em praticamente todos os participantes do ensaio clinico, em
concentragdes acima de 1 nmol/L (Pfeiffer et al., 2015). Também foi relatado que em
aproximadamente 40% dos adultos mais velhos avaliados em uma pesquisa foi detectado AF
ndo metabolizado (Bailey et al., 2010). Ainda, em um estudo no Canada em que mulheres em
periodo de amamentacdo foram suplementadas com placebo, 5-metilTHF ou acido folico,
observou-se a presenca de AF ndo metabolizado em 96% das amostras de leite testadas,
mostrando que a ingestdo materna de acido folico sintético leva ao aparecimento de AF ndo
metabolizado no leite, sendo desconhecido o impacto disso sobre a biodisponibilidade do

folato em criancas (Houghton et al., 2009).

“Decisdes politicas em qualquer pais considerando fortificagdo com um ou
varios micronutrientes ndo devem ser limitadas a documentacdo das
indicagBes para a fortificacdo (...). Um plano para avaliar a eficécia e
seguranca da intervencdo também é necessério. Embora tal avaliacdo possa
ser cara, a populacdo-alvo de uma intervenc¢do de &mbito nacional ou global
merece ser informada sobre a sua efic&cia no que diz respeito & promogéao da

satde, prevencdo de doengas e seguranca.” (Rosemberg, 2005)

Portanto, varios estudos destacam a necessidade de uma melhor compreensdo da
suplementacdo com AF, observando-se as politicas de fortificacdo de alimentos e o consumo

voluntario de AF.
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1.3 ESTUDOS AVALIANDO SUPLEMENTACAO DE AF EM GESTANTES

Os efeitos da suplementacdo materna de AF durante a gestacdo geram resultados
controversos. Burdge e colaboradores (2012) ressaltam que como o folato participa
indiretamente da regulacdo de transcricdo epigenética, os efeitos da suplementacdo materna

de AF podem ser prejudiciais a prole e ainda ndo sdo completamente compreendidos.

Em estudos avaliando a suplementacdo materna de AF em ratos, observou-se
diminuicdo no peso e no tamanho de filhotes cujas maes foram suplementadas com altos
niveis de AF (Achdn et al., 1999; Takimoto et al., 2011; Mikael et al., 2013), aumento da
glicose sanguinea e diminui¢&o nos niveis de insulina em ratos adultos que tiveram suas mées
suplementadas durante todo o periodo gestacional (Joshi et al., 2003) e caracteristicas de
sindrome metabdlica em prole de maées tratadas com uma dose excessiva de AF na gestacéao
(Keating et al., 2015).

No entanto, ja foram descritos diversos efeitos benéficos dessa suplementacdo, como
associagcdes positivas entre uso de suplementos de AF durante o primeiro trimestre da
gravidez e desempenho cognitivo das criangas. Alem disso, o AF foi associado a um melhor
desenvolvimento neuroldgico, desempenho verbal e motor em criancas de 4 anos (McGarel et
al., 2015), bem como o ja bem estabelecido efeito de prevencao de defeitos do fechamento do
tubo neural (Czeizel and Dudas, 1992).

1.4 OUTROS ESTUDOS AVALIANDO SUPLEMENTACAO DE AF

Levando-se em conta a utilizacdo do AF em suplementacdo de gestantes, seu
importante papel antioxidante, sua contribuicdo na prevencdo dos DFTN, além de seu duplo
efeito, outros possiveis efeitos dessa suplementacdo, ndo somente em relacdo a suplementacao

materna, ja foram investigados.

Recentemente, sugeriu-se que o AF pode melhorar memoria de curto prazo, mas piorar
a de longo prazo, sendo dose dependente (Shooshtari et al., 2012). Carletti e colaboradores
(2012) observaram que o tratamento com AF também foi capaz de prevenir os efeitos
ansiogénicos, déficits na memoria aversiva e reverter a inibicdo da atividade da enzima
Na®,K*,-ATPase produzidos por lesdo hipdxica-isquémica (HI), atuando assim, como um

neuroprotetor. Por outro lado, um recente estudo indicou que o déficit na meméria espacial foi
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agravado em ratos submetidos a HI suplementados com AF (Carletti et al., 2015). Além disso,
foram identificados déficits na memoria espacial e na motivacdo em ratos adolescentes
suplementados (Sittig et al., 2012). Ainda, estudos mostram que altas concentracdes
sanguineas de 4&cido folico em humanos podem estar relacionadas a diminuicdo da
citotoxicidade das células natural killer (Troen et al., 2006), diminuicdo da eficacia de drogas
usadas contra a malaria (Carter et al., 2005), psoriase (Salim et al., 2006), além de risco
aumentado de resisténcia a insulina (Yajnik et al., 2008) e uma possivel tendéncia de
desenvolvimento de autismo (Beard et al., 2011). Além disso, a inadequada ingestdo de AF
vem sendo associada ao desenvolvimento ou aumento de certos tipos de cancer (Baluz et al.,
2002), sendo que niveis mais elevados de folato tém sido associados a uma reducéo nos casos
de céncer colorretal na prole de mées suplementadas (Burdge et al., 2012), mas também vem

sendo relacionado com a progressao de alguns tumores (Song et al., 2000; Song et al., 2000)

1.5 MEMORIA

A consolidacdo da memoria é um processo gradual e prolongado, sendo necessarias
horas para formacdo de memoria de longo prazo. Durante muito tempo, acreditava-se que
somente 0s neurdnios realizavam esses processos; no entanto, os astrocitos (células gliais
mais heterogéneas no Sistema Nervoso Central) contribuem de forma essencial na formacao
da memoria (Zorec et al., 2015). Diz-se que a memdria de curto prazo estd envolvida no
processamento de informacdo nova, enquanto a memdria de longo prazo é formada

constantemente (Alonso et al., 2002).

Nos ultimos anos, intensificaram-se as pesquisas relacionando a plasticidade sinaptica
com aprendizagem e meméria (Ménard et al., 2012) e sabe-se que 0 neurotransmissor
excitatorio glutamato esta diretamente envolvido nesses processos. Seus receptores, presentes
tanto em células gliais quanto neuronais, sdo divididos em dois tipos: ionotropicos e
metabotrdopicos. Os receptores metabotropicos sdo receptores acoplados a proteina G, sendo 8
ja descritos e subdivididos em 3 grupos: Grupo 1 (mGIuR1 e mGIuR5), grupo (mGIuR2 e
MGIuR3) e grupo 3 (MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8) (Ménard et al., 2012). Os
receptores ionotropicos sdo canais idnicos ativados por agonistas glutamatérgicos e incluem
0s subtipos de receptores AMPA (2-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxaole-4-propinate), NMDA

(N-metil-d-aspartato) e cainato. A estimulacdo desses receptores conduz a potenciacdo de
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longa duracdo (LTP), que é o aumento de respostas pos-sinapticas, que pode durar horas, dias
ou semanas apds uma estimulacdo de aferentes pre-sinépticos (lzquierdo et al., 2008). Estes
receptores permitem a entrada de fons Ca* na célula, ativando vias de sinalizagdo
intracelular, produzindo, entdo, mudancas na expressdo genética e a producdo de LTP,
favorecendo a formacéo de memdrias de longa duragdo (Ménard et al., 2012).

Todos esses processos sdo regulados pelo Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo
(BDNF) o qual regula a sobrevivéncia e diferenciacdo de populagdes especificas de neurdnios
e modula a funcdo sinaptica tanto para a memdria de curto prazo quanto para a de longo
prazo, regulando a plasticidade sindptica no hipocampo e é diretamente envolvido na LTP
(Alonso et al., 2002).

Sabe-se que determinados tipos de memdria sdo altamente dependentes do hipocampo,
como por exemplo, a memoria espacial; porém, a aquisicdo de memorias de medo
condicionado dependem em grande parte da amigdala (Ménard et al., 2012). A formacao da
memoria aversiva requer uma série de eventos moleculares na regido CALl hipocampal
(I1zquierdo et al., 2008), além do envolvimento da amigdala para que haja associa¢do a um

estimulo aversivo (Flavell & Lee, 2012).

Adaptativamente, a capacidade de formar memorias € um pré-requisito para a
adaptacdo comportamental de um organismo as mudancas ambientais (Halder et al., 2015),
sendo esse processo complexo, gradual, desenvolvido em varias etapas e envolvendo

processos de plasticidade, inibicdo, regulacdo de receptores, entre outros.
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1.6 JUSTIFICATIVA

Considerando que: existe um grande incentivo a suplementacdo com acido félico, ndo
h& um consenso entre a dose e 0 tempo mais recomendados e pouco se conhece a respeito dos
efeitos dessas diferentes doses sobre as gestantes, seria de grande importancia um estudo que
avaliasse o efeito da suplementacédo de acido folico durante a gestacdo em doses consideradas
aceitaveis e doses consideradas excessivas.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos comportamentais em ratas Wistar
suplementadas com diferentes niveis de acido folico durante o periodo gestacional

1.7.2 Objetivos especificos

Investigar os efeitos dos diferentes niveis de suplementacdo com acido folico durante

todo o periodo gestacional nas ratas progenitoras, apos o desmame, avaliando:
- Atividade locomotora pelo teste do campo aberto
- Memoria de reconhecimento pelo teste de reconhecimento de objetos

- Memoria aversiva pelo teste da esquiva inibitoria
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RESUMO

Nos ultimos anos, a suplementacdo com acido folico (AF) vem sendo amplamente incentivada
devido a sua importante prevencdo dos defeitos no fechamento do tubo neural (DFTN). O AF
€ um micronutriente pertencente ao grupo das vitaminas do complexo B, e critico para
garantir funcdes celulares como a biossintese de nucleotideos. Atualmente, a Organizacdo
Mundial da Saide (OMS) recomenda que as gestantes recebam AF na dosagem de 400ug por
dia, até o final do primeiro trimestre. Porém, com as politicas publicas de fortificacdo de
alimentos com AF, a ingestdo deste pode estar excedendo o limite recomendado e séo
escassos 0s estudos avaliando as consequéncias dessa ‘“super” exposi¢ao a longo prazo nas
gravidas que utilizaram o AF como suplementacdo. Assim, nosso objetivo foi avaliar os
efeitos da suplementacdo com AF sob parametros motores e de memoria apds o periodo de
prenhez das ratas Wistar. Foram utilizadas vinte e uma ratas Wistar, e assim que confirmada a
prenhez, divididas em trés grupos experimentais: Controle (racdo padrdo de biotério), AF2
(2mg AF/Kg de dieta) e AF20 (20mg AF/Kg dieta). Tanto a ragcdo quando os animais foram
pesados todos os dias, sendo as avaliacbes através dos testes de Campo Aberto,
Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitoria iniciada ap6s o desmame (n=7/grupo).
Nossos resultados ndo mostram diferenca entre os grupos, somente nos dias dentro do mesmo
grupo, quando analisado o ganho de peso diario e a quantidade de racdo consumida durante a
gestacdo. Quando avaliada a atividade locomotora e a memoria aversiva, 0S grupos nao
apresentam quaisquer diferencas entre eles. No entanto, quando avaliada a memoria de longa
duracdo no teste de reconhecimento de objetos ambos 0s grupos suplementados apresentam
um pior desempenho, sugerindo um déficit na aquisicdo da memaoria. No seu conjunto, nossos
resultados demonstram que tanto a dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto a em excesso
(20mg/Kg), em animais tratados durante os 21 dias de gestacdo estdo associados a um déficit

na memoria de reconhecimento, mas ndo na memaria aversiva e nem na atividade locomotora.

Palavras-chave: acido folico, suplementacao, gestacdo, memoria, cognicao

INTRODUCAO

O acido félico (AF) é uma vitamina hidrossolivel do complexo B que atua como

cofator no metabolismo de um carbono possuindo um papel critico na biossintese de
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nucleotideos e remetilagdo da homocisteina, além do conhecido efeito de redugdo dos defeitos
de fechamento do tubo neural (Czeizel and Dudéas, 1992). Neste contexto, a suplementacéo
de AF pelo menos um més antes da gestacdo e a manutencédo até o final do primeiro trimestre
da mesma, além da utilizacdo da dosagem recomendada (400ug) é fundamental (OMS 2013).

Na literatura é bem evidente um duplo efeito da suplementacdo materna com AF em
roedores: em estudos avaliando suplementagdo com altos niveis de AF na gestacdo, foi
observado diminui¢do no peso e no tamanho de filhotes (Achon et al., 1999; Mikael et al.,
2013) e caracteristicas de sindrome metabdlica na prole (Keating et al., 2015). Além disso, foi
evidenciado um aumento da glicose sanguinea e diminuicdo nos niveis de insulina em ratos
adultos que tiveram suas méaes suplementadas durante todo o periodo gestacional (Joshi et al.,
2003). No entanto, efeitos benéficos do AF enquanto suplemento em mulheres gravidas ja
foram bem descritos: associagOes positivas entre uso de suplementos de AF durante o
primeiro trimestre da gravidez e melhor desempenho cognitivo das criancas, melhor
desenvolvimento neuroldgico, superior desenvolvimento verbal e motor em criancas de 4
anos (McGarel et al., 2015), bem como o ja bem estabelecido efeito de prevencdo de defeitos
do fechamento do tubo neural (Czeizel and Duda’s, 1992). Chama-se atencdo o fato de que
todos os estudos supra-citados tém como foco de estudo a prole das mées suplementadas com
AF. Para nosso conhecimento, ndo ha estudos investigando os efeitos da suplementagdo a

longo prazo nas progenitoras tratadas.

Além dos estudos envolvendo suplementacdo materna de AF e avaliacdo da prole,
outros estudos se propuseram a investigar o efeito do AF e também destacam o ja comentado
duplo efeito. O AF foi associado a uma melhora na memoria de reconhecimento de curto
prazo, mas ndo de longo, dose dependente (Shooshtari et al., 2012). Em um estudo com
hipdxia-isquemia (HI), Carletti e colaboradores (2012) observaram uma inibicdo da atividade
da enzima Na*,K*,-ATPase produzida por lesdo hipoxica-isquémica, que foi revertida pelo
tratamento com AF nos neonatos, o qual também foi capaz de prevenir os efeitos ansiogénicos
e déficits na memdria aversiva causados pela lesdo. Por outro lado, atuando na mesma lesdo, o
AF agravou o déficit na memoria espacial (Carletti et al., 2015). Corroborando com esse
estudo, Sittig e colaboradores (2012) observaram déficits na memoria espacial e na motivacéao
em ratos adolescentes suplementados. Ainda, em casos de cancer, novamente se observou o
duplo efeito do AF: niveis mais elevados de folato tém sido associados a uma reducdo nos
casos de cancer colorretal na prole de maes suplementadas (Burdge et al., 2012), mas também

vem sendo relacionado com a progressao de alguns tumores (Song et al., 2000; Song et al.,
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2000)). Alem disso, diminuigdo da eficicia de drogas usadas contra a maléria (Carter et al.,
2005), psoriase (Salim et al., 2006), risco aumentado de resisténcia a insulina (Yajnik et al.,
2008) e uma possivel tendéncia de desenvolvimento de autismo (Beard et al., 2011) ja foram

demonstrados em estudos envolvendo altas concentragdes sanguineas de AF em humanos.

Levando-se em conta o duplo efeito do AF, o grande incentivo a suplementacdo com
essa vitamina durante a gestagdo, a falta de consenso entre as doses e o tempo para
suplementacdo e a escassez de trabalhos avaliando as progenitoras suplementadas, nosso
objetivo foi investigar os efeitos comportamentais em ratas Wistar suplementadas com
diferentes niveis de acido félico, dose recomendada e dose excessiva, durante o periodo
gestacional, avaliadas nos testes de Campo Aberto, Reconhecimento de Objetos e Esquiva

Inibitoria.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Os animais ficaram alojados no biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Morfologicas (ICBS) desta Universidade sendo mantidos em ambiente climatizado
(22 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e disponibilidade de racéo e agua ad libitum. O
protocolo experimental foi desenvolvido de acordo com as diretrizes da Lei AROUCA
(11.794, de 08/08/2008), esta de acordo com o0 Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFRGS), o qual
foi aprovado sob codigo 28136.

Acasalamento

Apo6s duas semanas de ambientacdo, as ratas foram submetidas a exames

colpocitoldgicos para determinacéo da fase do ciclo estral na qual se encontravam. As fémeas
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foram colocadas em caixas individuais com machos assim que estivessem na fase receptivel
(proestro), permanecendo até o dia seguinte, quando foi realizado um novo exame
colpocitolégico para confirmagdo do acasalamento. Logo que confirmado, este foi
considerado o dia 0 gestacional.

Defini¢do dos Grupos Experimentais e Suplementacio com Acido Félico

Apobs confirmada a gestacdo, as ratas prenhas foram aleatoriamente divididas em 3
grupos, de acordo com o tipo de dieta. Todas as dietas foram baseadas no AIN-93, tanto nos
animais com dieta padrdo quanto nos tratados (Reeves et al., 1993). Neste estudo, 3 grupos
experimentais foram definidos de acordo com o grau de suplementagéo de AF (n=7/grupos):

a) Controle: racdo padréo de biotério (contendo 0,2 mg/Kg de AF)
b) AF2: Racdo suplementadas com 2 mg/kg de AF;
c) AF20: Racdo suplementadas com 20 mg/kg de AF .

A suplementacdo com 2 mg/kg de AF na racdo das ratas prenhes seria o equivalente a
suplementacdo indicada para mulheres gravidas (Alonso-Aperte, 1997). Ja a suplementacéo
com 20 mg/kg de AF nas racdes seria um nivel 10 vezes superior ao recomendado, 0 que é
visto na clinica com as mulheres que suplementam com 5 mg/dia de AF, sendo que esta, que €
considerada uma superdosagem, vem sendo utilizada em estudos prévios (Wang et al., 2012;
Mikael et al., 2013; Barua et al., 2015). Durante toda a prenhez, as fémeas foram pesadas para
acompanhamento do ganho de peso e o consumo de racdo foi mensurado. Apds o desmame,

0s animais voltaram a dieta padréo (Joshi et al., 2003; Sable et al., 2012; Sable et al., 2014).

Testes Comportamentais

Poucos trabalhos tém avaliado os efeitos da suplementacdo com &cido folico durante
todo o periodo gestacional nas prenhes ap6s o nascimento dos filhotes. No presente estudo, a
avaliacdo comportamental das maes iniciou-se 24h ap6s o desmame dos filhotes através dos

testes: Campo Aberto, Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitéria.
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- Campo Aberto (open field)

Para avaliagcéo da atividade locomotora, as fémeas foram colocadas em uma caixa de
madeira de dimensdes de 50 x 50 x 39 cm (comprimento x altura x profundidade), com uma
parede frontal de vidro. O campo aberto é dividido em 9 quadrantes iguais. Os animais foram
colocados no quadrante posterior esquerdo e observou-se a laténcia que levam para sair deste
quadrante, o nimero de cruzamentos entre os quadrantes e numero de elevacdes verticais

(rearings), em um tempo de 300 segundos (Netto et al., 1986).

- Teste de Reconhecimento de Objetos

Esse teste permite avaliar a memdria de reconhecimento de acordo com Ennaceur &
Delacour (1988) adaptado por Pereira e colaboradores (2008). Os animais foram colocados
em uma caixa de vidro igual a do teste Campo Aberto, medindo 50 x 50 x 39 cm
(comprimento x altura x profundidade), contendo dois objetos. Na fase de treino, foram
colocados dois objetos iguais (“Al” e “A2”) e se observou o tempo de exploracao de cada
objeto durante 5 minutos. Apds um intervalo de 5 minutos o animal foi recolocado na caixa
para a fase de teste para avaliagcdo da memoria de curta duracdo. Nessa fase, um dos objetos
foi trocado por um novo objeto, tendo-se entdo objetos “Al1” e “B” ¢ também se avaliou o
tempo de exploragdo por mais 5 minutos. Apds 24h, para avaliacdo de memoria de longa
duracgdo, foi observada a exploragao de um novo conjunto de objetos (“Al” e “C”). Para a

analise desse teste, utilizou-se o indice de Reconhecimento:

Tempo de exploragio do objeto novo - Tempo de exploragio do objeto antigo

IR =

Tempo de exploragio do objeto novo + Tempo de exploragio do objeto antigo

- Teste da Esquiva Inibitéria

Esse teste permite avaliar a memdria aversiva de acordo com Netto e colaboradores
(1985) e Izquierdo e colaboradores (1999). A esquiva inibitéria é um aparato de aluminio que
tem a parte frontal de acrilico transparente com espacamento de fuga de 200 x 75 mm. O

assoalho é composto de grades eletrificaveis separadas entre si, por 12,5 mm conectadas a um
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estimulador elétrico. Na parte esquerda do assoalho existe uma plataforma onde o animal foi
colocado no dia de treino com a cabeca voltada para o fundo da caixa e se observou a laténcia
que o animal demorou a descer para a grade. Quando o animal tocou a grade com as quatro
patas levou dois choques seguidos de 0,6 mA, e em seguida foi devolvido para sua caixa-
moradia. O teste foi realizado 24 horas apds o treino onde se recolocou o animal na
plataforma e se observou a laténcia para descida em um tempo maximo de 180 segundos
(Izquierdo et al., 1999; Netto et al., 1985).

Estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizadA ANOVA (analise de variancia) de uma via,
seguida de teste Tukey para Campo Aberto e Reconhecimento de Objetos, e Kruskal-Wallis
seguido de Dunn para Esquiva Inibitoria. Foi considerado significativo p<0,05. Todas as
andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 6®.

RESULTADOS

1. Ganho de peso e consumo de ragdo

- Ganho de peso

Analisando-se 0 ganho de peso, ANOVA de medidas repetidas com pos-teste de
Tukey mostrou somente efeito do dia (F(20,40) = 12,31 P<0,0001)), indicando ndo haver
diferenca no ganho de peso entre os grupos, mas diferenca ao longo dos dias no mesmo grupo
(Figura 1):

Grupo Controle: dia 18 difere dos dias 2-15 (exceto 12) (p = 0,0019, 0,0076, 0,0004,
0,0004, 0,0048, 0,0048, < 0,0001, 0,0182, 0,0030, 0,0030, 0,0048, 0,0404 e 0,0030,
respectivamente), dia 19 ¢ diferente dos dias 4 (p = 0,0273), 5 (p = 0,0273), 8 (p = 0,0019),
dia 20 ¢é diferente dos dias 2-15 (exceto 4) (p = 0,0019, 0,0076, 0,0004, 0,0004, 0,0048,
0,0048, < 0,0001, 0,0182, 0,0030, 0,0030, 0,0048, 0,0404 e 0,0030, respectivamente) e dia 21
é diferente dos dias 4 (p = 0,0404), 5 (p = 0,0404) e 8 (p = 0,0030).
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Grupo AF2: dia 1 difere dos dias 3 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 8 (p = 0,0404) e 12 (p
=0,0404), dia 3 é diferente dos dias 17 (p = 0,0404) e 18 (p = 0,0273), dia 7 é diferente do 17
(p=0,0273) e 18 (p = 0,0182) e o dia 20 é diferente dos dias 3 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 8
(p = 0,0404) e 12 (p = 0,0404).

Grupo AF20: dia 3 é diferente do dia 1 (p = 0,0488), dia 17 diferente dos dias 3 (p =
0,0024), 5 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 9 (p = 0,0404) e 14 (p = 0,0273). Dia 18 diferente dos
dias 3 (p = 0,0147), e 12 (p =), dia 19 diferente dos dias 3 (p = 0,0002), 4 (p = 0,0223), 5 (p =
0,0019), 6 (p = 0,0076), 7 (p = 0,0011), 8 (p = 0,0076), 9 (p = 0,0048), 12 (p = 0,0182) e 14 (p
=0,0030), dia 20 é diferente dos dias 3 (p = 0,0095) e 7 (p = 0,0404) e dia 21 diferente de 3 (p
=0,0003), 4 (p = 0,0333), 5 (p = 0,0030), 6 (p = 0,0119), 7 (p = 0,0019), 8 (p = 0,0119), 9 (p
=0,0076), 12 (p = 0,0273) e 14 (p = 0,0048).

- Consumo de racéo

A andlise estatistica através ANOVA de medidas repetidas seguida de Tukey
novamente sé evidencia o efeito do dia (F(21,42) = 4,279 P<0,0001)), mostrando que 0
consumo diario de racdo ndo difere entre os grupos, somente ao longo dos dias considerando

0 mesmo grupo (Figura 1):
Grupo Controle: dia 21 é diferente dos dias 9 (p = 0,0218), 12 (p = 0,0005), 13 (p =
0,0125), 14 (p = 0,0020), 15 (p = 0,0070), 17 (p = 0,0125), 18 (p = 0,0003) e 19 (p = 0,0368).
Grupo AF2: dia 1 é diferente do dia 18 (p = 0,0368).

Grupo AF20: dia 5 difere dos dias 7 (p = 0,0223), 16 (p = 0,0223), 18 (p = 0,0034), 19
(p=0,0123) e 20 (p = 0,0223)

2. Teste Campo Aberto

Considerando o comportamento exploratério no Campo Aberto, nenhuma variavel sofreu
alteracdo entre os grupos, analisando-se: laténcia para sair do primeiro quadrante (F (2, 18) =
0,254; p = 0,778), nimero de cruzamentos F (2, 18) = 0,165; p = 0,849) e nimero de rearings
(F (2, 18) =0,9231; p = 0,4153), conforme mostrado na Tabela 1.
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3. Teste Reconhecimento de Objetos

Memoria de Curta Duragéo

Considerando a analise de memdria de curta duracdo, a ANOVA de uma via seguida de
Tukey ndo indicou diferenca, analisando-se o indice de Reconhecimento (IR), entre 0s grupos
experimentais (Figura 2). Porém, existe uma tendéncia a significAncia entre os grupos
Controle e AF20 (resultado da ANOVA (F (2, 18) = 2,629; p = 0,0996), apontando um menor
IR no grupo AF20.

Memoria de Longa Duracéo

A memoria de longa duracéo, avaliada 24h apés a primeira exposicdo aos objetos, também foi
investigada. A ANOVA de uma via seguida de Tukey mostrou resultado significativo
analisando-se o IR entre os grupos experimentais (F (2,18) = 5,322; p = 0,0153), sendo que 0
grupo Controle apresenta maior IR tanto em relacdo ao grupo AF2 quanto ao grupo AF20 (p =

0,022 e p = 0,04, respectivamente) conforme a Figura 2.

4. Teste Esquiva Inibitoria

Sessao de Treino

Analisando a sessdo de treino, o teste de Kruscal-Wallis ndo mostrou resultado significativo
na variavel laténcia para descer da plataforma entre os grupos experimentais (p = 0,576)

conforme a Figura 3.

Sessao de Teste

Na sessdo de teste, a analise por Kruscal-Wallis ndo mostra significAncia entre os grupos,
observando-se a laténcia para descer da plataforma (p = 0,075). Porém, no teste de Dunn,
existe uma tendéncia de significancia entre os grupos Controle e AF2 na sessdo de teste (p =

0,063), tendo este ultimo menor laténcia para descer da plataforma, conforme Figura 3.
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DISCUSSAO

Nesse trabalho, nos propusemos a investigar os possiveis efeitos de uma
suplementacdo com AF durante todo periodo de prenhez de ratas Wistar. Existe uma
recomendacgdo da OMS para que mulheres fagcam suplementacdo com AF na dose 400uCg por
dia e até o final do primeiro trimestre de gestacdo (OMS, 2013), porém o que se observa na
pratica € que ndo existe um consenso entre a dose e 0 tempo mais recomendados para essa
intervencdo. Observou-se no presente estudo que animais tratados com 2mg/Kg e 20mg/Kg de
AF apresentaram prejuizo na memdria de reconhecimento de longa duragdo. Além disso,
animais tratados com a dose mais baixa de AF (2mg/Kg), possivelmente apresentam uma pior

memoria aversiva comparado aos outros grupos.

Durante a gestacdo, um periodo fisiologicamente particular do organismo feminino,
ocorrem diversas mudancas metabolicas, visando uma adaptacéo a esse novo contexto (Alves,
2012). Existe um crescente incentivo a suplementacdo com AF durante a gestacdo, inclusive
existindo uma dose recomendada pela OMS (400 pg/dia) e uma politica de fortificacdo de
alimentos iniciada nos EUA durante a década de 90 e que se estendeu a Varios outros paises,
incluindo o Brasil com a aprovacdo de um regulamento técnico pela ANVISA em 2002 (RDC
344/2002, ANVISA, 2002).

Um dos fatores que mais diverge nos trabalhos com suplementacdo de AF é a dose de
administracao de folato. Alguns autores utilizam fortificacdo com doses mais baixas (Schorah
et al., 1998), enquanto que outros preferem farmacos sintéticos, com doses diarias elevadas
(Landgren et al. 1995; Chauveau et al., 1996; Barua et al., 2015; Keating et al., 2015); porém,
aléem dos ja bem descritos efeitos, sua influéncia do AF no SNC ainda € parcialmente
compreendida. Em diversos estudos avaliando a deficiéncia de folato também ficam evidentes
déficits cognitivos, em especial relacionados a meméria e aprendizado (Berrocal-Zaragoza et
al., 2014). Contudo, ainda sdo poucos estudos avaliando o efeito da suplementacdo dessa
vitamina, em especial, com doses consideradas excessivas. Por isso, nosso estudo se prop6s a

investigar os efeitos da suplementacdo materna de AF na prépria progenitora.

De acordo com Achon e colaboradores (1999), devido ao fato de o AF ser uma
vitamina hidrossolUvel, possui um baixo potencial téxico. Nossos resultados mostram que

todos os animais tiveram ganho de peso durante toda a gestacdo, ndo havendo diferenca ao
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longo dos dias no ganho de peso, tampouco no consumo diario de racdo. Tais achados

evidenciam um desenvolvimento gestacional adequado em todos 0s grupos experimentais.

No presente estudo, a atividade motora geral e comportamentos do tipo ansiedade
foram avaliados no teste Campo Aberto; pode-se dizer isso devido ao fato de ndo ter havido
quaisquer diferencas na exploracdo do aparato (sendo preferencialmente pelas periferias entre
todos os grupos experimentais), termos observado reduzido nimero de bolos fecais no aparato
apos a realizacdo do teste, bem como ndo termos visto diferenca significativa entre os grupos
em nenhuma das variaveis analisadas, 0 que, em conjunto, indica ndo haver déficit motor
nem comportamentos ansiogénicos causados pela suplementacdo com essas dosagens de AF.
Apesar de esses achados serem em ratas progenitoras, corroboram com o recente estudo de
Barichello e colaboradores (2015) em que a prole de ratas suplementadas com diferentes
niveis de AF (5, 10, 15mg/Kg) durante toda gestacdo também ndo apresenta alteracédo
significativa nas mesmas variaveis analisadas no Campo Aberto. Além disso, em resultados
prévios do nosso grupo também ndo se viu efeito do AF em filhotes suplementados com dose
de 5mg/Kg (Carletti et al., 2012).

No nosso estudo, analisando a memdria de curta duracdo no teste de reconhecimento
de objetos, ndo observamos nenhum resultado estatisticamente significativo; porém, existe
uma tendéncia de significancia entre os grupos Controle e AF20. J& na memoria de longa
duracdo, a ANOVA mostrou um maior IR do grupo Controle em relacdo aos dois grupos
suplementados, indicando que o AF foi capaz de prejudicar a formacdo de memoria de
reconhecimento em ambos 0s tempos avaliados. Esses resultados vdo ao encontro de um
achado recente de Carletti e colaboradores (2015) em que um tratamento crénico com AF na
dose de 5mg/Kg em filhotes prejudicou a memoria espacial e de trabalho no teste Water
Maze. Contudo, esses resultados contrapdem parcialmente um estudo que sugere uma melhora
na memoria de curto prazo em dosagens mais elevadas de AF, porém, um prejuizo na de

longa duracdo em doses maiores (Shooshtari et al., 2012).

Também neste estudo, avaliou-se a memdria aversiva através do teste Esquiva
Inibitéria. A formacdo da memdria aversiva depende que ocorra uma série de processos
moleculares na regido CAl hipocampal (lzquierdo et al., 2008). Sabe-se que além do
hipocampo, a amigdala é outra estrutura com papel chave em memdrias relacionadas ao
medo. Durante o condicionamento na esquiva inibitoria, acredita-se que as representacoes
contextuais do ambiente sdo formadas no hipocampo e a associacdo ao choque se da na

amigdala, porém ainda é alvo de estudo o quanto as duas estruturas sdo necessarias (Flavell &
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Lee, 2012). No presente estudo, analisando a sessdo de treino, observou-se que ndo ha
diferenca significativa na variavel laténcia para descer da plataforma entre 0s grupos
experimentais. JA na sessdo de teste, apesar de ndo haver significancia de resultados na
laténcia, o grupo AF2 tem um pior desempenho comparado aos grupos Controle e AF20.
Existe um claro aprendizado por parte de todos 0s grupos experimentais analisando as sessoes
de treino e de teste. Porém, apesar de nosso achado mostrar um possivel déficit na memdria
aversiva por parte do grupo AF2, deve-se levar em conta que o nimero de animais avaliados é
pequeno, podendo ndo se confirmar esse resultado. Em 2012, Carletti e colaboradores também
ndo observaram alteracdo na memoria aversiva de animais tratados cronicamente com
5mg/Kg de AF no teste Esquiva Inibitdria, 0 que nos leva a pensar que o AF possivelmente
ndo esta envolvido na aquisicdo de respostas de medo condicionadas.

Sabe-se que o armazenamento de informagGes no encéfalo € um processo gradual e
que envolve diferentes tipos ou fases de formacdo da memdria. E descrito que memoria de
curto prazo esta envolvida no processamento de informagdo nova, enquanto a memdria de
longo prazo esta sempre sendo formada (Alonso et al., 2002). Esta tem como base a
potenciacdo de longa duracdo (LTP), que € o aumento de respostas pds-sinapticas, que pode
durar horas, dias ou semanas ap0s uma estimulacdo de aferentes pre-sinapticos (lzquierdo et
al., 2008). Tais processos sdo dependentes do Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo
(BDNF) o qual modula a fungdo sinaptica tanto para a memoria de curto prazo quanto para a
de longo prazo, regulando a plasticidade sindptica no hipocampo (Alonso et al., 2002). A
formacdo da memoria de longa duracdo no hipocampo é muito dependente de receptores N-
metil-D-aspartato  (NMDA). E, interessantemente, Brocardo e colaboradores (2008)
observaram uma inibicdo dos receptores NMDA causada pelo AF. Ja é descrito que o
blogueio desses receptores previne a inducdo da LTP, prejudicando o aprendizado de tarefas
que requerem o hipocampo (Shapiro, 2001). Portanto, é possivel propor que o prejuizo de

mnemonico do AF pode estar relacionado com uma alteracdo nos receptores glutamatérgicos.

Outros estudos envolvendo a suplementacéo de folato em excesso evidenciam déficits
cognitivos. Recentemente, viu-se supressao da funcdo da tireoide tanto na periferia quanto no
hipocampo associada a déficits na memdria espacial em ratos adolescentes (Sittig et al.,
2012). Sittig e colaboradores observaram uma diminui¢do nos niveis de T3 e T4 na periferia
(mas ndo de TSH) e diminuicdo em niveis de proteinas dos receptores tireoidianos al e f1 no
hipocampo, e propdem que esse resultado pode estar associado a uma possivel metilagédo tanto

do receptor do TSH na tireoide (0 que, consequentemente, leva a diminuicdo de T3 e T4
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circulantes) quanto receptores tireoidianos no hipocampo. Sabe-se que horménio da tiredide
(TH) é essencial para o desenvolvimento normal do hipocampo (Bernal et al., 1995), o qual é
critico para as associagbes entre estimulos visuais e verbais (Wheeler et al., 2011).
Corroborando a isso, estudos mais recentes evidenciam os efeitos duradouros do
hipotireoidismo congénito sobre o funcionamento do hipocampo (Wheeler et al., 2015) e
relacionam alteragfes microestruturais na substancia branca com a disfun¢do na memdria em
pacientes hipotiredideos (Singh et al., 2014). Considerando o exposto, alteracdes metabolicas
da tireoide poderiam ser uma outra linha para a compreensdo dos déficits cognitivos
consequentes a suplementacdo com AF.

Portanto, nossos resultados demonstraram que houve um déficit funcional na memoria
de longa duracdo causado pela suplementagdo com as duas doses utilizadas. Cabe ressaltar
que este é o primeiro trabalho que avalia ratas progenitoras e que foram suplementadas
durante todo o periodo de prenhez. Para melhor compreensdo dos efeitos da suplementagéo
com AF, sugerimos a realizacdo de mais estudos através de tecnicas de imunoistoquimica,
realizando marcacdes com BDNF, GFAP e NeuN, analises morfoldgicas do encéfalo através
de coloracdo com Hematoxilina e Eosina, além de outros testes comportamentais, em especial
avaliando-se memdria, a fim de que se elucidem os mecanismos que possam estar envolvidos

nessa suplementacéo.
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Tabela 1
Teste de Campo Aberto.

Grupo Laténcia Cruzamentos Rearings
Controle 11,285+3,27 63,714+9,71 45,571+6,87
AF2 9,857+1,76 48,714+7,20 37,142+6,00
AF20 8,857+1,92 48,714+5,60 34,428+5,13

30 -

25

20 -

15 -

10 -

Variaveis analisadas no teste: laténcia para sair do primeiro quadrante, nimero de cruzamentos e ndmero de
rearings. Resultados expressos em MédiatErro Padrdo. ANOVA de uma via (p = 0,4118). AF2: grupo
suplementado com ragdo com 2mg/Kg; AF20: grupo suplementado com ragdo com 20mg/Kg

Figura 1

AvaliacBes durante a prenhez. A. Consumo diario de racdo. a = dia 21 diferente dos dias 9, 12, 13, 14, 15, 17,
18, 19; b = dia 1 diferente do dia 18; ¢ = dia 5 diferente dos dias 7, 16, 18, 19 e 20. B. Ganho de peso médio. a =
dia 18 difere dos dias 2-15, dia 19 e 21 diferentes dos dias 4, 5 e 8, dia 20 diferente dos dias 2-15. b =dia 1 e 20
diferentes dos dias 3, 7, 8 e 12, e dias 3 e 7 diferentes dos dias 17 e 18, dia 20. ¢ = dia 3 diferente do dia 1, dia 17
diferente dos dias 3, 5, 7, 9, 12 e 14, dia 18 diferente dos dias 3 e 12, dia 19 diferente dos dias 3-9, 12 e 14, dia
20 é diferente dos dias 3 e 7, e dia 21 é diferente dos dias 3-9, 12 e 14. ANOVA de uma via, p<0,05. Resultados
apresentados em MédiatErro Padrdo. AF2: grupo suplementado com ragdo com 2mg/Kg; AF20: grupo
suplementado com ragdo com 20mg/Kg. a = grupo controle, b = AF2, ¢ = AF20
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Figura 2

Teste de Reconhecimento de Objetos. indice de Reconhecimento (IR) de memorias de curta e de longa duragéo.
Resultados expressos em MeédiatErro Padrdo. *Diferenga entre o grupo Controle e ambos 0s grupos
suplementados, AF2 e AF20 (p = 0,0216 e p = 0,0399, respectivamente) na memoria de longa duragdo. ANOVA
de uma via seguida de Tukey, P<0,05 (p = 0,0153). AF2: grupo suplementado com ragdo com 2mg/Kg; AF20:
grupo suplementado com racdo com 20mg/Kg.

indice de Reconhecimento (IR)
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04 - T I

0,3 -
W Curta Duragio
G2 - G
Longa Duragéo
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s

Controle AF2 AF20

Grupos

Figura 3

Teste de Esquiva Inibitoria. Laténcia para descer da plataforma. Resultados expressos em Medianazxintervalo
Interquartil. Kruscal-Wallis seguido de teste Dunn, P<0,05 (p = 0,0753). AF2: grupo suplementado com ragdo
com 2mg/Kg; AF20: grupo suplementado com ragdo com 20mg/Kg
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com esse trabalho, foi possivel observar que:

- O AF, tanto na dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto na excessiva (20mg/Kg) foi
capaz de prejudicar a formacdo da memdria de longa duracdo avaliada através do
Reconhecimento de Objetos;

- Em relacdo a meméria de curta duracdo, embora ndo haja diferenca pela estatistica,
existe uma tendéncia de prejuizo do grupo AF20 comparando-se com o grupo Controle.

- No teste de Esquiva inibitoria, ndo se observaram resultados significativos
comparando-se quaisquer grupos experimentais. No entando, novamente existe uma tendéncia
de significancia entre o grupo Controle e 0 AF2.

- Ainda, em relacdo aos resultados, ndo se viu qualquer alteracdo motora nem

caracteristicas do tipo ansiedade entre os grupos avaliados no teste Campo Aberto.

Cabe ressaltar que nosso resultado se deu a partir de um n de animais parcial, portanto
as tendéncias observadas no nesse estudo podem ndo se confirmar. Mais estudos sdo
necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos nos quais o acido félico possa estar
atuando. Por isso, nossas perspectivas sdo de aumentar o n de animais, realizar mais um teste
comportamental avaliando especialmente memoria (OX-Maze) a fim de correlacionar com
dados obtidos previamente, além de analisar estruturas encéfalicas, em especial o hipocampo,
através de imunoistoquimica, analisando-se hum primeiro momento marcacao por BDNF e,

posteriormente, GFAP e NeuN.
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papers that contain all the dats NeIESEary o present thair findings persulcively.

Editarial Organisation

Tha Chief and Associabe Editors seek advice from Section EdRors representing all major areas of
research: Celluler and Molecular Newrcscienos Cognithse, Bahanwicral, amd Systoms Nesuroscksnce
Neurcdegeneration, Neuroprobection and Disssso-Oriented Neuroscknoe: Fain Mechanssms and
Senzory Neuroscients Regenssmation, Repair, and Dewelopmental Nouroscenos

Seion BEQNorT suggest appropriate revigwers and ako recomimssnd an editorial deckion based on
thel rEwalae

Each paper is Typlcally evaluated by at least Dwo Edibors or ad hoc newlawesrs. Papssrs are acoephed by
fthee Chise anad Agsociafe Edibors in consuliation wikh the approperiabe Sacthon Edibor.

G. Lisberger, Dept. of Physiology, Undversity of California School of Medicnes, San Francisco,
CA, USA; sghiphey. osfoedu
Etbemne C. Hirsch, Inctitut Mationad de Ly Santé et die ks Recherche Médicale, Unité Mixte de Recherchie
5975, Paris, Franos, atkenne. hrschi@upmc it

Sechion Editors (and
Yuri Bozzi {oelkilar and maoleoslsr nesecedenca ), Cenbre for Integrative Bsology, University of Trenbo,
Trenta, Italy

Susan M. Carltan{pan mechanisms], Dept. of Neurcscence and Coll Biclogy, University of Texas,
Galvastan, TX, LISA

Maria Teresa Carri [oellular and mokcular newnsdence), Dept. of Biokogy, University of Roms: Tor
viergata, Roma, [taly

Eleanar Coffey [moleculsr newrcsdence), Turku Centre for Biotechnoiogy, dbo Akademi University
and University of Tusr, Turky, Fankand

Julie Fudge [sysbems neurosckence, functional neurcanatomy), School of Medicing and Dentistry,
Uhneesrsity of Bochaster, Rochaster, HY, LUIS&

Ll Galea (behavioral neusncendorinology, cognition, sbress, aging ), Dent. of Peychology Uniers iy
of British Columbéa, Vamnoouver, BC, Canada

Robert F. Hevner [developmens, stem cells, repair], Dept. of Fathology, University of Washington,
Seattie, WA, USA

Tadashi Isa (Systems newosdence), Dept. OF Developmantal Physiology, Nationad [nstitute for
Fhysiological Sceences, DEazakl, Japan

Luwte Jdmche (cognithes neuwroschencs, mobor oonbrod], Institute of Peychology, University of Zurkch,
Zurich, Switreriand

Marlies Knipper {Sensoary nesrcecenoe), Dept. of Otolaryngology, Head and Meck Surgery, TObingen
Haaring Reseanch Cendre, TUbingan, Gemmany

Heiko Luhman {cellular newrcsdence), Inst. of Physiology and Fathophysiology, Johannes-
Gutenberg-Universitat Mainz, Mainz, Garmany
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Soéphane Oiet [cellular newroscienoe), Dept of Meurcschence, Institut Francoks Magendie, Bordeauy,
Framoe

Elizabedh M. Powell (Dehrsioursl neurccconoe, leaming and memory), Dept of Anabomy and
Bapirobiobogy, Linbsprsity of Marylsnd School of Medicine, Bakimmone, MD,LISS

Rainald Schimddt-Kastner {rsuraprotection, cerebra Bohemia), CE. Schmidt Collage of Madicing,
Florida Atiantic University, Boca Raton, FL, US4

Suzan Sesack [pharmacoiogy, drugs of abuse, behavior), Cepl. of Meurcecssnce, Undwersiy of
Pitsbasrgh, Pittsbasrgh, USA

Ghnther Sperk [molecular'cellular approaches 0 systems and diseasa], Dept. O Phammacology,
Mdicad Linbsssrsity of Innsbruck, Inmsbiuck, Ausiria

Thiiz NeuroschEnoe Peer Riviesw Consd rtiuem

Nedreschence |5 o memnber of the Neuroscksnoe Pear Revies Conscrtium [NPRC). Thi MPRC has bean
formed o reduce the tme espended and, in particular, the duplication of effort by, and assocated
burden on reviswers imalved in the pesr review of ofginad neurcerence ressarch papers. [T &
an aliance of nEurosclence journal thet have agreed o accept manusoript reviews from other
Consortism joannals. By reducing the numiber of times that a mansoript s reviesed, the Consortium
will reduce the load on reviewers and Ediors, amd spesd the publication of reseanch results.

1f a manuscript has been rejected by amother journal in the Consortism, authors can submit the
manesonpt to Meumncoenn: and indicabe that the referees’ reports froim the firdt jowsmad Be made
awallable to the Ediors of Neuroscisnoe.

It k& the authars decizion as bo whether or mot to indicate that a et of referee’s reporis shouwld be
forearded from the first jownal to Newrosoence | IF an awthor doss meof wish for this to hapessn,
thee mamuscript an be submitted o Mevroscisnoe without referemnoe o the previous submission. o
information will be exchanged bewesn jomals except ab the request of aathors. However, if the

referees’ reports suQgested that the paper i of high guality, But not svitable for the first
journal, tham i will offien b o an awthor's advaartege o Indicate that referees’ reports should ba
made asailable.

BAuthors should revise the criginal subméssion in accordanos with the first journal’s set of referes
reporis, reformat the paper o Newvrosoerce's specification and submit the paper to Meumoolenns
withi & cowesrineg letter descriting the changes that have besn made, and informing the Editors that
the authors will ask for the referee’s reports bo e forwarded from the first Consortism journal. Thi
Fuiifars theam misst onfact the first joumal, and ask et reviews be fonvanded, indicating thay have
submitted o NMeuroscisnoe, and provdding the new manusonpt 10 numiber,

The Ediors of Meurasciance will use forwarded referces” repors at their discretion. The Edbors may
use thie reports directly o make a dedsion, or they may request further reviews | they feel swch
e NECEssaNy.

Wisik nittp: ffnpre.inct. ong for a list of Consortism journals, 25 well as furthesr informiation on the schamie.
Nyroes of Papers

{2} Feredrch papevs. These ane full-kengih papers desoribing criginad resparch. Therne ane no S pacific
page Emits akhough authors are encouraged o be a5 condse 25 possible and to use a5 few, high
quality lustrations as mecessary o adeguately documaent their findings. Formar rapkd repors that
dascoribs cutsianding new disooweries fall under this begory and showld follow the same Byout 25
research papers. Al papers are handled mapadky.
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{b) Beviews (previcisly Known 2= Commantanes]. These ane short artackes {3,000 o 10,000 wonds
in kEngth], mot exhoastise reviews, that are intended to either draw attention o developments in
& specific area of research, fo bring together obsenations that seem to point the feld a3 new
direction, to give the author's personal views on a controwersial fopic, or o direct soundly hased
Criticism at some widely held dogma or widely used technigue in newosdence. Reviews may ako
prowice an historical perspective on am area of newrosclence research. Suthors should make thedr
Rizvlos undesrstandable o 3 broad Spsctrom of e nts ceentisTs. Potentlal authors are insibed to submie
& letter of inberest to thie Saction Editor for Resiews and Soecial Issues or to the Chel or Associate
Editors indicating the topic of a potential Review. Froposals for newlerws of ommentaries should ako
contain an outline of the contents, induding an abstract { 200 words), a list of 10 relevant articles
including 5 from the proposers own nesearch, and a brief statement on why now is a good time o
rewiew the topic in question. Aeviews will ot be acoepbed for ediorial processing uniess pre-approved
for submesclon.

{ic] Neurnscience Forefrond Reviews. These are invited reviews from a select list of schentists who have
introduced nvw concepds, Mmodels, or methods in newnodecingy. Forefront Resiews enabbe the authors
0 Express their own GpEnsans in a fganous way. Thene ks no page Bmit and the author/authors may
choose the fonus of the revies as long a5 it remains scientifically sownd. The reviews will be promoted
thirowgh 1BRO™s websites and publications, and will be highdy visible in the scentific commeunity.

{d) Spacial ssues. These are published 25 separate wolumes with prominent neuroscentists as guest

ediors. Spacial [ssues are dewvoted o SpeCific toplcs, preferably "emandent bopics™ that ogesn nesw felds
in nawrobiclogical research. Tha Special Issues ane used actiwely in the promotion of NMewmoscanos.

& Spedal [ssue 15 mot 3 loose oolkecthon of topically related articles bt 3 conoerted attempt o provide
an oversdiew of the status of an emenging fleld. Cross refenences betwesn the articles are strongly
N .

& Special Issse should normally contain Z0-25 artickes, oormesponding to 200-300 printed pages in
iotal. The arides may include original data. &b keast one of the articles (typically signed by the guest
ediors) should provide a generl discussion of the implicatkons of he recent advances im the field,
aind should aftempt o dentify the direciions and chalkenges of future ressandh.

Mamsoripts are suljected to the review process according to the same high standards of quality
&5 regubr ssues of Heuroscience. The Guest EdRors) idently reviewers and take responsibility for
thee Ffurthesr editcrial handling of the manusonipts, supesried by the San Dkego office. As for regudar
papers, the fined dedsesn on exch amice S taken by the Ohsed Edibor.

Suggestions for special issues showld e sont to Prof. Stophen Lisberger, Editor-in-Chief, at
sgli@phy.ucsl.edu. Thesy should contasén an outhne of the ontents, induding an absmad [ 200 words),
& st of arides with preliminary tifles and contribators, and o Dref sSatement on whiy now & 2 good
time o resiew Che bopdc i oussssisor.

BEFORE ¥YOU BEGIN

Ethircs i Pubiisining

For informatisn on Ethics im Publishineg and Ethicl gukdelines for jourmnal publication e
hitp: W e elsavier oomfpublishingethics amd hitp: /s v elsesien oomy'ethi calguid elines

&l submissions to Newsrosoence must contadn sxperiments that ondorm o the eiical Samndands
printed below. To condinm their =gresment with this, suthars are required 0 induds the folkowing
statement in thelr cover ketter indicating their agressment wikh thess standards: =1 have read and
have abided by the statemaent of ethecal Sandaeds for manusoipis submintesd o Seunoscsnce.™ A k5T
of gthical standards is norf requinsd in the cover leitern

Policy and ethic:
The authaors deckene that 28 experiments on human suljects were conducted in acoondanoe with the

Dedaration of Helsinkd hibtp: fPswss wma. retfen 30 publications)’ 1 Dpolices b3/ indss_hbml and that all
precediares wene carmied ocul with the adeguaste understanding and wrikten consent of the subjecs.
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The authors also cermify that formal approval o condusct the experimants desoribed has baen obiained
from the: humian subjects revies board of their instiution and could be provided wpon request.

I the studies dead with animal experiments, the authors cerify that they were camied owf in
acoordance with the National Instibute of Health Guide for the Care and Use of Laborafory dndmaks
{MIH Pulblications Mo, BO-I3) revised 1996 or the UK Andmals [Sclentific Procedures) Ao 1586 and
associated guidelnes, or the European Comimunitkes Coundl Directhse of 24 Novembsr 1SSBE (B5M609
EEC).

The authors also cerify that formal approval o condusct the experiments desoribed has baen cbtalned
from the animal subjects review board of their institution and could be provided uDon FeqQuect.

The authors futher attest that all effosts were made o minimize the number of animals used and
thesir suffering.

1t thee ethical standard governing the repored research B different from those Quidelines. indicabed
above, the authors must provide information in the submission cower letier about which guidelines
and oyversight procedures wene followedl

Tha Editars reserse tha right bo neturm ManusCripts in which thens IS 2y guestion 2 To thio 200 o priats
aind ethicad use of himan or animal subjeds.

Conflict of interest

&ll authors are requested fo diEdose 2y achal or potentiad cordlict of inberest including
any Mfnancial, personal or other relationships with other people or organizabions  within
three wears of beginning the submitted work that could  inappropriately  influence, or
be perceved o Influence, thelr workk Ses alsa  hitp:/fewes.clsevercomyconflicisofinterest.
Further information and an example of a Confliet of Interest form can be fousnd 2t
hittp: fiservice. elsevier comyapp/answersfdetailfa_ld/ 285/ sanporthub/ publshing.

Suibrmusshon geclarabinon and werrficainon

Submission of an article imples that the work descoribed has not Deen published pravicusly [except
in thee form of an absiract or 25 part of a published kecture or academic thesis or as an eksctnonic
jpregprind, see hitp: ffwww.ekevier comfsharing palicy], that i i not wnder consideration for publication
glsowhasre, that ks publication |5 approved by all authors and fadily or expliddly by the responsible
authorities whene the work was camied out, amd that, F accepted, § will not b published elsrshere
in the sams forem, im English or im any other langusge, Indsding electronically without the written
consent of the copyright-holder. To werify originality, vour aride may be chacked by the originaliy
detection service CrossCheck hitp: /s elseden comfeditors phgdetoct.

Coniributars

Each author B requined to dedare his or b individual contribarissn to the articke: all authors must have
materally parickpated in the reseaach andfor aricdks preparaton, s roles for all authors showld ba
Jdesoribed. The stabement that all authors have apperosad tha final aricke showlkd D troe and inclkided
in the disclosure.

Adcheion, defelion, or EdTANGETENT o suthar names (v oy autharshlp of sooephed manusonipds
EBefore Hwe accephed manuscnpt € pubiistad in an onlee BEsue Reguests o add or remose am awihaor,
o bO ressaTange i St MamieEs, must b sent to the Journal Manager from the corres ponding author
of thep acoppbesd manuscript amd orust mciode: The reason the name shaoulbd b added or remoeed or
the anithor namss rearranged. Written confiimmation (email, fax, leter) from all authors that thiy
&Jree with the addifion, removal of earmmgement. In the @ise of addition or remosal of authiors,
this indhudes confimation from the author being added or removedl

Requests that are not sent by the cormesponding author will be forwarded by the Jowmad Manager
i the: conresponding author, who miust follow the procsdure as described above. Mobe that: Journal
Managers will informn thee Jownnad Editors of any such reguests. Publication of the accepbed manusorips
N an online Esue s suspended until authorship has boen agnesd.

Affer the saorapded MaECn et (5 pubEshad i 30 omiime dsoss

Anvy Feguests i add, delebe, or reasTange author namss in an articks publishesd in am online ssue wil
follow tha same polides as nobed above and resul inoa oonngendume
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Changes to authorship

Buthors are expeched to consider carefully the kst and order of authors before submitting ther
manuscnipt and provide the defindise list of authiors at the tims of the original submission. Any
addition, deletion or resrrangement of author names in the authorship kst should De meds only
before the manusoript has been accepbed and only i approved by thie joumal Editor. To reguest such
@& chamnge, the Editor must recoive the following from the comresponding awthor: (o) the resson
for the change &n author kst amd (B} writhen confirmation (e-mail, keter) from all awthors that thiy
&Jres wilit the addition, remosal or resrmargement. In the ise of addition or remosal of authors,
this indhudes confirmiation from the Juthor bsng added or remived.

Only in exceptianal droumstances will the Editor conslder the addition, deletion or rearrangament of
suthars after the manusonipt has been accegbed. While the Edibor oonsiders the regquest, publication
of Bhi manusoript Wil b suspended. IF the mamnusoript has alnesdy been publiched in an online Eous,
&Y requests approved Dy the Edtor will result in a corrigendum.

LopyT ll-.'l..ll

Upon acoeptanoe of am aftide, awthors will be 2sked to complete 3 “loumal Publishing Agresmsent’ [for
miore information om this and copyright, sse Wips wewekovienoomf/oopyrght]. Am a-mad will b
sant to the comesponding awthor confirming recespt of the manuscipt togetfer with a “lourmal
Publishing Agressment” form or a Bnk to the online version of this agreemant.

Suftescribars may reproduce bles of contents or prepare Bsts of artiches induding abstracts for iternal
cirodation within thedr instibutions. Permission of the Publichar s required for resale or disbbastion
outside the institwtion and Tor 28 other derivative works, inchuding compliations and braes |t
{please consulk hetp:ffwevwoekovieroomy permissions ). 17 exoerpes from othesr copyrighted works arne
incluied, the awthor(s) mast obtain wriktesn perméssion from the copyright cwners and oredit the
source(s] in the article. Elsevier has preprinbed forms for use by authors in thess cases: ploass consult
hit: e e ksabe . oom pe rmrikesions.

For open access artiches: Upon scceptancs of am articke, authors will b askerd to comalets an Excl usie
Uoense Agresmant’ (for more information ses hitps/fwew elsovier.oom/D8sutharagresmant).
Pesmminted thierd poaty reute of OPsin HOCESs Jrthcles & determined by the author's chosoe of user Bosnsa
[se@ Wtp:/iwaw slsevier.comfoperacesslicerses ).

Avthar rights
#s am author you [or your employer or instifution] havwe oertain fghts bo reuse your work. For more
information sea hibp s e, ey comf oopayTight.

Role of the funding sowrce

Woiu are reguested o Bentify who provided finandclal support for the oondwct of the research andfor
preparation of the artick: and o brefly desoribs the role of the sponsor{s), & any, in study daskgn; in
the collection, analysis and ferpretation of data; in the siting of the report; and @ the declsion o
subsmit the articke: for publicaticn. 1f the funding source(s) had no such involssment then this should
be stated.

Funding body agreements and policies
Ekgvigr hasz establehed 2 number of agresments with funding bodees which allow authors
in comply wih fheir funders open acoess policks. Some authors may also be reimbursed

for associated poblication fees. To kearm more about existing agreements  ploase  wisi
hitp: ffweww.ekavier oom,Tundingbodies.

Open access
This journal odfers authors 2 choice in publishing their research:

DpEn aCCEss

« Arficles are frecly avadlble to both subscribers and the wider public with permiitted reuss

= AN open 3Coess publication fee |5 payable by authars or on their behalf @.g. by thelr reseanch funider
o instibution

Subzsoription

« Articles are made avalkabie to subscribers 35 well a5 developing cowntries and patient growps through
ol ndversal Brress programs (REbp: S e, el sevier ooy sl OEEs ).

« Mo open aooess publication fee payable by authors.

AUTHOR INFORMATION PACK 23 Mow 2005 e el ser comylocate neuncs O e g

53



Regardless of how you Choose to publish your armide, the jounnal will aoply the: Same pear revkes
criteria amed acoeptance standards.

For apen S00RSS arthcles, permitted third oty (rejuse & defined by the following Creatise Comimaone
wsar Boenses!

Creative Commans Attnibutian (JC 8F)

Lits others distribute and copy thee amicks, oeate extracs, abstracts, and obher revised versions,
adaptations or derivative works of or from an artide (such as & tranclation), indude @02 oolective
winrk (swch as am anthology), text or data mine the article, even for commerncial papoces, 25 long
2% they oredit the awthan(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do niot modity the article inswch 3 way as to damage the author's homor or reputation

Creative Commons Attnbutian=tVorCammandai=halerdvs (00 8Y-NC=-800

For non-comimardal purposes, kets others distribate and copy the articke, and o ncuds Ina ocolective
wiork [such as am anthology], as long as they oredit the authors] and prowvided they do not alter or
mcdify thee artiiche.

The opan acoess publication fee for this joumal & USD 2200, exduding fhees. Lesnn more abowt
Ekaviers pricing policy: hitp:/fsww.olsevier comyopensCoes spricing.

Grean GpeEn ACDEsS

Authors can share thelr research n a vanety of different ways and Ssevier has a number of green
GpEn aCoess options avallable. We recommend authars See our QRosn OOEn J00ess page for further
information (hitp:/fekevienmom/greenopenacoess). Authors can also self-archive their manusoripts
immeadiately and enable pulblic Rooess fnom their instfution’s reposiory after an embarge pericd. This
& the vwersion that fas been saocepted for publication and which typically inclsdes author-inoonporated
changes swygested during submission, peer review and in editor-author communecations. Embargo
pered: For sufscription atides, an appropriabe amodant of Cime & needed for journals o delvar
walise bo subsonbing customers before an artick becomes Treely awailable to the public. This is the
embargs pericd and it begings from the date the articke & Tormally pubdshed onling in ks final and
fully citable form.

This journal has an embargo pariod of 13 months.

Language (usage and editimg services)

Fiease write your text Bn ogood Engleh [Amesrican or Bitish ussge B acoepied, bub not a
mixbure of these]. Authors who feel their English language manuscripts may neguine ediking
fr eliminate possible gramematical or spelling errors and o conform bo oorrect  schentific
English may wikh to use the EBngleh Language Editing service avallabke from  Elsavier's
WebShop [hitpo//welshopoekeviercomfanguasgesditing/) or vl our customes suppoet s
[hittp:ffsupport. elseviercom) Tor more informaticn.

S L DT S SR

Our cnline submission system guides you Sepwike through the process of enfering your armide
details and uploading yoisr fles. The sysbem convens your amide fles o 3 singke POF file wsed in
the pesr-reviow process. Edeable files (e.g. Word, LaTeX) are reguired to typeset yousr article for
final publication. AN correspondence, Including notification of e Editer's decision and reguests for
nesishon, 5 et by a-rmael

Suhmission aodress
Pleco submil yousr aatiche wia hitp: /s slseviaroomyinse.

#uthors are strongly encousraged o use this Web-based submission system. However, for those whi
ane unable to submdt wia the Webh, please contad neuroschancof]ournal-office. Com oF MSUMDSChense
Editorial Office, 525 B Sbreat, Suite 1800, San Diego, C& 32100, USA; FAX: §19-693-E853.
Referess

1t is In your best inferest to suggest some sultable reviewsrs and we neguest that you do S0, You
MMay SugQest un to & reviewers. Note that the editor retains the soke right o dedde whathar or not
the susggested reviewers are used.

Adaitional information

&Il manuscripts ane subject to any modifications required by the Editorial Do to conform to Journal
[policy.
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Cover Musirarons

Authors are encowaged o submit visually and schkantifically interesting fegune{s] representative of
theedir daita, thowgh mot necescarily as they appear in the manuscript, for pobential cosver llustratsone
{se specific structions for submission of oover & under FREFARATION § Codor Artwork bssloaw ).
The uze of ilkistrations for joumnal oovers i at the discretion of the Edtors; anly these relied o
articies accepted for publication will be Cconsidensd. Ab the end of each yoar, 3l publishesd coears will
autamatically e considerad in a campetiion for the years best cover lllustration, and will be judged
an thelr sesthelic walee and soentific inberest. Submiited cover images not created by the author
Qroup masst include the reprnt permission and source. The author(s) of the winning image will receive
US4 500 from Elsavier.

PREFARATION

Lise of word processing sofftwanes

It i imporiant that the Mk be saved in the nathse format of the word processor weed, The bewt
shizild B in singk-colunmin format. Keap thi layout of the text 25 simple as possioke. Most formmatting
codes will be removed and replaced on procescing the articke. In particular, do not use the word
PrCEss0rs opihons o jus ity et or i hyphenate wornds, However, oo uss bold face, italcs, subscnpls,
supsrsripis efc. When preparing tables, F you ane using 3 table grid, use only ane grid for each
indiwidual tabhe and not a grid for each rmow. IF no grid is wsed, use @hs, mot spaces, to align Colsmns.
Thi slecironic fext should b prepansd In a way wery sSimilar o that of convendional manuscripts
{zae akoy the Gieds i Publiching with Elceveer: htps/fwew elteyiernoomy/guidepublication). Nobe that
souroe fies of figures, tablkes and text graphics will De requined whether oF mot you Smibed your fgures
N thie best. Sl also the section an Electronic artwiork.

To avoed WNNECESLAry erors you are strongly advised o ume the 'gpll-check’ and “grammae-checs”
functions of wour word procEssar

a':||'|-|:|..' '-I'-\.l.-l--\.l".'
Mamusoripts should be wrkten in English in 3 concise and understandabls syle. Technical jargom oF

Slabaratory slang” should not be wsed. It is the responsibility of the comesponding author bo ensure
that the manusoript B writhen in a style that is gammatically correct and free of spelling or other

typographical errors.

&ll manuscripts must be Typewritien with double-spacing theoughout and wWith maegins at least 2.5
cm wide. Fages should be numibersd in succession, the title page being na. 1.

The Editorial Cffice reserves the right to revise the wording of manuscripts accepted for publication
in the journal.

Subdiwvision
Diwiiche wour artiche inbo Chesarky defined and numbesned sections. Subsections should be musmbered
1L fthesn 1.0.1, 1.0.3, ..}, 1.2, &fic. (the abstract is not imcluded Im section nismbaring]. Wse this

numibering also for inbernal ross-referencing: do not just refer to "the tewt”. Anvy subcection may ba
ghwen a brief heading. Each heading should appear on s own sepamte ling.

Rezssarch papars chould be organized in the following Towsr madn sectons: [nbroduction, Exparimssntal
Procedures, Results, Discuscion

Resiews should hawe an inbrodsciory section, followed by several infommation presentabbon seciores
and then end with 3 condusion sectioa. Section haadings should be used to organize the pressntation
o Imtorrra b

Introduciion

This should provide the scientific rationale for the research that & reporied. Mo heading “Inbroduction™
shiould b used, and no resuls Should b presented.

Experimernial procedures

Procedures used in the reseanch showld b= described in sufficdent detall f permit thee replication af
e Wi by obhers. Previously published procedisnes should be refensnced and briefly susmimanned.
The sowrce of all materads, incisding animals and hisman tisness, must be provided. The location of
@nch ssppleer chould b detadad on first ume in the Test. The authans) also agreeds) to make inesdy

SUTHOR INFORMATION PACK 22 Mow 2005 WAL E T, Doyl et e D R T 1

55



avallable to coleagues in academic nesearch any dones of cells, nudeic ackds, antibodies, eic. that
wWre used im the research reported and that are not avallable from commerdal suppliers. Authors
must dhearly describe all mandpudations made todigital data that were collecied as imaeges, and IMmages
wihdich have Bessn scanmdd and prented Tior e bl o .

Rlesifts
This section presents findings withowt disnuscion of thair significance. Subtections should b used in
o o present results in an organized fashion.

I Ssion

Thic cection presents the authors' interpretations of their findings and 20 assetcment of Ther
significance in relation to previcus work. Avold repetition of materdal presented in the Ressults section.
The Results and Disosssion acions may nof be combined.

Conclusions

Tha madin conclusions of the shedy may be presentsd in a short Concdlusions section, which may stand
alone or fanm a subsection of the Disossion saction.

GESSRry
Please supply, as a separate Bst, the definkions of Neld-specific termms useid Bn wour artichke.

Appendies

Ifthiere & mmone e one aonendix, thady should be dentifesd 3o A B, @b, Formiulss and agustions in
appendices should be given separate numbering: Eq. (8.1), Eg- (£.2), etc_; ina subsaguent appendix,
Eq. (B.1) and 5o on. Simiady for tables and figures: Table A.1; Fg. A1, atc.

Ezsential titie page information
=« Thhhe. Concise and informiateae. TRies are often used in informatkon-redrieval Systems. Svoid
abbreviations and formulas wheesre poss ibbe.

« duthor mames and afTilfstions. Plesse dearly indicate the ghven namee{s) and family names{s]
of each auwthor and check that all names are accurately speled. Present the authors” affikation
&ddresses (whare the actual work was done) belosy the neimes. Indecate all afflations wikh 2 lower-
case superscript ketter Immediately afer the author's name and in front of the appropriate address.
Prowide the full postal address of each affiliytion, nduding the country name and, & avadable, tha
e-mail address of gach awthor.

« Corraspomnding aubhor. Cleady indicate who will handle correspondence ot 2l stages of refereaing
aind publication, ko post-publication. Ensura that the e-mall address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding awthor.

» Frasenty permamnent address. I an author has mosed sinoe Ehe work desoribed i the aetiche was
done, or was visiting at the time, & "Present addness’ (or "‘Permanent address") may be indicited as
& fpobnote o that authors name. The address 2t wihisch the author aciually did the soek must ba
retained 25 the main, affiliaton address. Supersorpt Arabikc numerals are used for such footmofes.

& concle and factual absiract & reguired. The abstract should state Driefly (in kss than 300 words ]
thee pusrpose of the research amnd the principal resulis obtained. The abstract should concdlude with a
final statement sumimasizing the major conclusions in such & way that the mplications of the work o
the flizld would be dear to 2 genenl neurosclence resder. An abstract & often presented separately
from the amice, so & must be abke 0 s5and alonz. For this reeson, References should be aeoeced,
but i esserial, then cite the suthon{s] and year(s). Ako, non-standard o unoormimeon abbressations
should be avolded, bt F essentiad they must be defined at thelr first mention in the absirac iEelf.

Graphical abstract

&lthough a graphical abstract is optional, its use s encouraged as it draws more attention to the online
artiche. The graphical abstract should susmmaanze the conbents of the artick in 3 condse, pictorial form
desigred to capture the attendion of 3 wide readership. Graphical abstracts should be asbmitted 25 a
separate file im the onling submission system. Image size: Piease provide an image with a minimum
of 531 w 133E pixgds (h = W] or proporteanally more. The image showld be readabde 2t 2 sice of 5 =
13 om u=ming a reguilar scresn resolution of S5 dpl. Prefenred fle typss: TIFF, EPS, PDF or MS Office
flles. Saa hitp: fiwew. claevier.comygraphicalabstracts for examples.

Authors can make e of Elseviers Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of thesr images and in acoordance with all techailcal requiremssnts: Jllustration Serndoe.
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Highbghrs

Highilkghis ane mandatory for this jounnal. They corslst of & short collection of bullet points that consey
the core findings of the artiche and Should be ssbmited in & separate fike in the onling Submission
sysiom. Fieaze use "Highlights" &n the fie name and incdisde 3 to 5 bulke? points {maximism 125

characiers, inchading spaoes, per bullet pobnt). See Wtp:fOwsw sisovier.com/highlights for examples.
|‘t-'.' ¥FiAOr :-..'-

Immediately afer the abstract, proside a masimum of & keywonds, using American speling and
Fecadineg general and plunal terms and maltiple concepts (avold, Tfor example, "and’, "of ). Ba sparing
with abbreviations: ondy abbeeyiathans femnly establishad im the feld may b eligible. These keywonds
will be used for indexing purposes.

Afrbreviations

The exmessive uwse of abbreviations in the text & strongly discouwraged. In ordesr bo ald comimunication
bebween okt of dfersnt disdplines, authors Should only use sbbreviations sparingly and should
abwiays define the abbneviation whan first used in the text by placing it in parsntheses after tha Tl
term, 2.9 acebyicholinesterase [ AChE). The abbeeviathons chould then be used consistenty thaneafer
and appear at keast fwioe in the bext. A comprehensive st of the abbreviations wsed should be put
o 3 separabe page that foliows the titke: page.

Ackmrowled gemant:

Collate »cknowlsdjemants in 3 separabe section at the and of the articks before the references and do
not, therefore, indwde thim on the thle page, 25 a footnobe to the tRle or othenwise. LSt here those
individuals wha prosided halp during the research (2., providing language halp, witing assistanos o
jproof reading the aide, etc. ). It & the conres ponding 2wthor's nes ponsibility o insune that individuals
wihi e acknowksdged for assktance or for prosiding comments on the manusonpt are agrecable o

being acknowiedged in this way.
Lirmits

Follow intemmationally acoepted rules and comeentions: use the intemationad system of units {S1). If
othar units are mentioned, ploase give their equivalant in 51

Nomendature and wnits

Follow internationally acoepbesd rules and conventions: e the Internatonal system of units (S
It other guanties are mesntioned, give their equivalent n 51 You are urged to codsult TUGS:
Romenclahuene for geclogical time scalesfrock names: hitp: /e lugs. orgfTor further informaiion.

Symibols for physical wnis showld b restricted fothe Systems Intemationale [5.1.]) Wnks. Drug names
shoidd ba the officiad or appeoved names; trade MAMES o DOMIMON RAMEs may b given in brackets
wihiare tha drug & First mesntioned. The manufacturesr’'s namse must b ghven. The doses of the dinsgs
shoudd b given at unit weight’unit body weight, e.5. mimod kg or mgfeg.

Artwrork

Elrironk NTWwork

= Numbssr the Bustrations according to thair sequence in the text.

o Usa 3 Wogecal namiing conveniken for wour arteork fles.

« Prowide captions to Bustrations separately.

« Produce mages naar to thie desinesd size of the printed version.

» Submit each figure 25 3 separate fike.

& defailed guide om elschrodnis artwork is avallable on our websine:

bt e e lsasiern oomfarts ork i nstructions

You are urged Do visit this Sibe) Sodme ¢ xCerpls from the detailed information are given here.
FRormars

Regarcless of the applicition wsed, whan vour electronic atwork S finalized, pease "W 257 OF
coffeeft thiz images toone of th folloey ing *ormats (ot the resoluion requiremants for line drasings,
haktones, and Enefhalfone combanations ghsen bioa -

EFS: Veoor dawings. Emnbed the font or save the Eet 25 “graphecs™.

TIFF: color or grayscak photographs (halfones]: always ume a minimam of 300 dpd

TIFF: Bitmappad Ees drawings: use 3 minimism of D000 dni.

TIFF: Combenations bibmappsad Ene/hal-tone {oolor or graysoala): a minimaen of 500 dpl s reguined.
DOC, ¥1S or FRT: If yousr alectronic artwork S reabsd @ ey of these Microsoflt Office applcabhong
plase supply "2 157
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« Do niot Supply embedded graphics in your wordprocessor (Spresdsheet, presentation) documant;
« Do not supply files that are opbimised for screen use (Bke GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution
i boo liowy:

= [ miok supply flkess that are too losy In resolution;

= Do it submiit graphics that ane disproportionately lange for the content.

Codor artwork

Flease make gure that amwork fles ane in an ooepiable fomat (TIFF (or WPEG), BPS (or POF), or
M5 Ofice fikes] and with the comed resoluthsn. [T, together with your accepbed artide, you submit
umabde color figures then Elsevier will ensure, at no additesnad Charge, that these fgures will appear
in color anline (2.9., SdenceDirect and other cites] regardiess of whethar or not these llustryteore
arg reproduced imocodor n the prinded version. For color reproduction in pring; you will receive
information regarding the costs from Blsevier after receipt of your accepted artide. Flease
indicate your preference Tor color: im print or onding only. For further information on the premsration
of glecironic artwork, phiace oee hitp: /S we . eloeder oomy 2wk ns bnsciors.

o Nt

IMustratksns to be considered for thie cover showld be related to the Juthors” subimittedC artice and
B represendaties of Chiedr data, but need not necessarily be as they appear i the manusoript. Cover
it shoidld be formatied to oCoupy Che entire 3.5 X 11 indh cover and should be submitted in digial
format [TIFF, Photoshap, IPEG or Powsesrpaoint] with a renclistion of af least 300 dpl. Please akoo include
2 descriptive test with your cower art submission. The files should be eplceded to 2 specified FTP sibe.
Flease confact the Editoriad Office at neurcecienoedijournal-affioe.oom for insructions. For authions
wihio wish fo postal mall @ CD with the cower at, please send it foc Meurcscienoe Ediboriad Offioe,
535 2 Strest, Suime 1700, San Diego, CA 221010, UL.5.A. Plsse ensure that the manuscigt nefensncs
miumitesr | included cn all migterials.

Flgure capdbons

Enzure that each Bustration fes 2 caption. Supply capiions separabely, not attached to the figure. &
caption shonild comgrise & beief tRle [mok on the Tigure REel] and a descriphion of the llustration. Keep
et in th Mustratisns thesmseliaes to a minimom bt saoplain all symibols and abbreviatons wsed.

Tiawd
Taxt graphics miay be embedded in the text at the appropriate position. Soe further under Eksctnonic
AT

Tables

Flszse submik tabks as editabls fext amd not ac images. Tabdkes cn be paced eifber next o the
refovant text @n the articke, or on separabe pageds) at the end. Mumber fables consscutively in
acoordanoe wiikh Thedr appearamnce in the text and place any tabls notes below the able body. Bo
sparing im the use of tables and ensure that the data presented in them do mot dupbcate results
desoribsd slsawhiens in the artide. Please avodd using verical nukess.

References

Thi referemce Bst should b induwdesd ab the end of thie main test. & paper which has beesn accepbed
for publication but which has mot appeared may e ciRed im the reference list with the abbreviabed
nama of the journal followed by the words "in press™. See Reference Style balow.

Citanbion &0 fewd

Flease ensure that every reference cibesd @n the text & also present In the referencs st (and vico
warsa). Ay references died im the afstract must be given in full. Unpublished results and personal
COmEMUNECHtonS ane mot recomimendisd in the refensnce kst, But may be mentonesd in the beet. IF thesoe
mefenEnoes ane Included in the refensnce s iy shodld foliow the standard referencs style of tha
journal and shiowld indude o mubstRution of the publication date with either "Linpublished mesults’ or
Personal comimundcation”. Ciation of & referemnoe a5 'In press” iInnpless that the Rem has been accepied
for pushibcation.

Personal CDommanications may be used cnly when wishesn authorizateon from thie communicabor &
submitied with the original manuscript; they may be mesntioned only in the fext and in tha follosing
forme (GLH. Orwell, Departmasnt of Peychiatry, University of ‘Washingion, personal Commimisnscabhon).
Unpublishesd or sufsmitied edperiments by o of the authors may De mentioned cnly i the best,
not im the References. [niials, 25 well as suMmames, Mast be given for authors whose unpubished
experimients ane quobsd: (M.L. King, wnpubliched obseraations ).
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Wed references

&g 3 mingmum, the full DAL should B given and the dabe when the reference was Bt accessed. Any
further information, ¥ knowsn (D01, author names, dates, referencs to 3 source publication, etc),
shiidd aloy be given Web references can be lEted separately (eg., after the reference list) wnder a
different heading it desired, or can be included @n the reference list.

HefEranoe o ar Ky

#s with unpublshed resulis and personal Commisnications, refersnces o sl dooements ange not
reacomimendad in the reference BT Flease maks @very afort to obtain the full reference of the
publishesd werskon of am arxlv doosment. IF a reference to an ardy documsnt must be Included in
thee referances list i should follkow the standard reference style of the journal and should Enclude a
substRution of the solume and pags numibers with "arhy YR NN or "2y arch-fwe MM MNNN
for artecles submited o Xy bafone April 2007

Redersnces in a spechy Mooss
Fease ensure that the wonds this Esue' are adidesd to any referemces in tha list (and amy citations in
thee text]) bo ofher articles in the same Special Tzoue.

Seferance Mmand gemeanl STwane

Mozt Elsavier joumals have their reference  bemplate avallble in many o  the
most popullar reference management software producs. These include all  prodscts
that oupport CRabon Shyle Language styles (Aoip://diationstyles.cig), such as  Mendekey
o Fhwiw. mened olery. ComyTeatunes reference-manager) and Zotern (RIps: /e, otero. ongs),
will as EndMote [hitp:/fendnote.comfdosnloads/stvies]). Uscing the word processor pluge-ing from
these producs, authors ondy need to select the appropriate jounnal template wihen prepaning thesr
airtiche, after which citaticns and bibliograghies will be saRomatcally formatted im the jouemals syle.
If no template = vt avadlable for this journial, phease follow the formmat of thie sample refensnces and
citations as shaowim in this Guide.

Users of Mendoky Deskiop can easily install the referencs Style for this jowmad by clicking the folowing
[ "y

hritp: JFopsesn. mdsnde ey comy ise-cita bion-siy ey neurnschen o

Whesn preparing your manuscript, you will then be able o select this style using the Memdeley plug-
e for Mecrosod® Word oF LbreDioe.

Reference siyre

In thir bewt, refersnoes should be guoted as tha name of the first suthor and yesr in chronological
archesr, Multiplhe authors ane indecabed by "et al.”, exicept when thens are only beo authors, in which case
both Names are witen. For esampke, Tha pattem of tha pathology Instesd represents 3 Synantlcally
connesched netwark of neunons (Braak and Braak, 1991 Mormis, 1997). This hypothess was recenty
jproposed by Nagy et al. (L997).

The reference kst showld be on 3 separate pege Jt the end of the manuscript, in alphabetical order
aind arranged 25 folicees: Jathars’ names and initials, year, ttke of the atide, abbreviated titke of tha
journal, volums, first and kst page numbers. Jownal tiles should be abbreviated socording to tha
rules 3dopted in the Tfowrth editicn of the Waorld List of Sdentific Periodicals [Buttersorthng, 1965).
Hote that first and las pages are given [n Tull. For exampls, Nagy Z4, Esn MM, Cato A-M, Smith
AD (1997, Cell cpcle markers in the Mnposoampus 0 Azhaimers disease. Aot Meuropath Sd:5-15.

Aeferemnces bo books shodld inclsde the authors' names and inidals, vear, tide of book, wolumie,
pubdisher, place of publicaton and page numbers. Where relevant, the tide of 3 paper within a Dook,
and tha sdRor's namae(s) shiould b given. For axamiphk, Momis 3 {1997) Alzhsdimers diseass. In: Tha
neuropathology of dementia, val. 2 (Esif MM, Moris 3, eds), pp 70-121. Cambridge: Cambridge
Unbwarsing Prese.

Journal Jinsiarhans Souoe

Jomirnal names should be abbeeviated according to the L=t of TRle Word Abbrosiations:
htp S, [ssn. ongds ervice s online-services) acoess-o-the-was

Fideo data

Ekevier accepts video material and anemation seguences to support and enhamoe your scientific
research. Authors who have videds or animation files that they wish to submit with thedr articks are
strongly encouraged to inchsde links to thess within the body of the article. This can be done in tha
same Wy 3% 3 figure or table by referring to the video of animation content and noting In the body
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et where it showld e placed. Al subsmitted fles showold b propery labeled o chat they direciy
refabte bo the widess file's content. Im order to ensure that youwr vides or animaton materiad B derecty
usabde, please proside the e in o of owr recomimendesd file fTormais with a preferred maximamn
size of 150 ME. Video and animation fkes sapplied willl e published onling in the electronic version
of your aricle in Elsevier Web products, Enduding SoenceDirect: hbtp: /e sclenosdinectoom.
Pleace supply “stills’ with your files: vou cam choose any fTramee froem thee video or andmiaiion or
make & separabe image. These will be used Enstesd of samndard fons and will personalize the
Enik o your video data. For mone detaled Eestridions please ¥isi our weded inSTTuction peges at
hitp: W e elEevier comfartaorkinsructiions. Kofe: sinoe video amd animation canmot be embadded
in tha print version of the journal, pkase provide text for Goth the eksctronic and the print version
for the portions of the: armicke that mefer to this conbesnt.

AudioSiiges

The jowsmal encourages authars o oreabe an AudioSlides presentation with their published artiche.
AudioSlides are brief, wehinar-stvlke presentations that ane shovsn next o the online article on
Sceencelirect. This gives awthors the oppomunity bo suemmarize thalr research n thadr ovan words and
o higlp readers understand what the paper £ abowt. More informatken and exsmples are avadable a7
nbtp: fiwes. elsevier oomfasdioslides. Authors of this josmal will autsmatically receive an invitation
e-mail to oreate am AudicSlides presentation affer acceptance of their peger.

5L ppiemerriar | aala

MeurcsckEnce accepts slecironic supplsmentary mater@al to support and enhamce yvour soenific
rezearch. Supplamentary files offer the author additionad possibilities to publish supporting
applcatons, soumnd clips, vedeos, and obtfer formats chat canmo? yet be smbedoksd bBnoour standard
POF filles Scovier accepts alectronic supplemantary material to support aand snhanoe your ScheniEfhc
research. Supplementary fles supplied will b= pubished onling alongside the elecironic version of your
airtiche im Elsavier Web producs, including Scenceliredt: wevw sCencedirect com. In ondesr o arsune
that your submitisd material ks directly csable, pleese prossde the data bn one of our recormmmeesnded
fike formats. Authors shouild sulsmit the matesial in lectronic farmat ogethar with the article and
supply a concise amnd descriptiee caption for each fle. For more detadled instructions ploass visit our
affwolk Instruction pages aT v, olsevier comyartworkinsmuc tons.

For Meuncscienoe, suthors are allowed b0 post supplemasrtary mabsial for resiese, Dot for pubdication
supplsmentary material will be restrched to formats that cannot be publehed in the standard fonm
af a POF, such as mowies.

|. LTSS III:I'IIII 1§

Ebavier enoourades duthors o comned artickes with estemal databases, giving readers a0rmess o
refevant databases that help to bulld 3 better understanding of the desoibed research. Flease refer
i redevaint database kdentifeers using the folioswing formmat in vour articlke: Database: oo {2.0. TAIR:
ATLGD102D; DCDC: 7340537 POE: 1XFN). Ses hitp:)fweed. slsevien comfdambaselinking for mone
iormaction and a full Ikt of sspported datsbases.

FID Lo T

Yidd Can @nrich your online articks Oy providing 30 neurcsmaging data in ST formmat. This wal
b vizualzed for readers wing the interacive viewer embadded wikhdn your arics, and will enabla
thesm bo: beowse through avallabke neuroimaging datasets; zoom, ro@be and pam thie 30 Brain
recnnstruction; out thiough the volama; change apacty and oolor mappdng; SwiRch betwesn 300 and
ZD0 projected views) and download the data. The wiewsr supposts both single {.ndl) and dusd {.hdr
aind .img) NI fle formats. Recommendsd size of 3 single uncompressed dataset E maximism 150
ME. Multiphe datasets cam b submitted. Each dataset will have to e zipped and uploaded o the
anling submisskon System via the 20 eurcimaging data’ asbmission category. Plesse provide o Shor
informatiee description for each datazet by filling in the Tesoriphion’ feld when uploading a dataset.
Miote: all datasets will be avallable for doswnlosding from the cnline article on SoenceDinect. 17 you have
Concems Ahoul your data being downloadabla, pkase provice a video instead. For maone enformation
s mipcfiwaw elseyberoomy 30N esundmaging -

Submiszion chackiist

It is hopsssd that this 1T Wil be el during th final checking of an artick: prior b sending & to tha
joumal’s Editor for review. Pleasa consul this Gusde for Authors for further details of sy (e,
Ensure that the following ifems are present:

One Author designated as codresponding Author:
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= E-mail address

» Full posial address

» Telephiomne and fax numbers

Bl necessary Tiles have been uploaded

» EEpywords

= &l figure Captions

= &ll tables (Encluding fitle, description, footnofes)

Furthar consederations

= Mamsoript has Deen “spelichecked™ and =g ramimss-checked™

« References are in the commect formmas for this journal

= Al references menticned im the Reference Bt are ciied in thae text, and vice wersa

= Cover ketter indedes vour agreemant o the ethical standards: °T hawe read and havwe abided By
the statement of ethical standards for manuscripts submitted o Neuresckence,” as sl as
thee ot hver Statement that all authors have approved the Ffimal article.

= Permission hias been cbiained Tor uss of copyreghted miaterial fromother sources {Including the YWeb]
= Color figunes ane chearly marsoed as Geing infendsd for color reproduction on thee Wed | free of charge]
aind im print or to b reproduced inooolor on the 'Wed (free of charge) ard in Back-and-whige @n print
= If only color on The Web i required, bdack and whibe versions of the figures ane alzo supplied for
printing purposes

For aavy Tusther Information please visht our CUStomer Sannort shie ot hop: e uppe r e ey jercoam.

Sei alzo the IBRO Webssibe hitn:/fwwes. lbrooang
AFTER ACCEPTANCE

Lize of tihe Digeial! Dbrrect Joeniriner

The Digitad Ofject [Hentifler (OO0} may be used o dite and link to slectrons documants. The DO
conSELs of a uniguss slphe-numenc chamder Siring which & assigned to 3 documsnt Oy the publisher
upon the initial elecrone publication. The azsigned DO never chamges. Therefone, it ks an ideal
madium for cfing a documssnt, partcularly "Articles in press’ becauss they have mot vt receivsd thair
full Hibicgraphic information. Exampks of 3 cormecily given OO0 (im USL fommat; hiere an article in the
journal Fhvsics Lethevs B

hittp: fid  dol. orgf 10, LO1ER . physhetb 2000, 05,055

Wihetsn o wbe 3 0O o oreate links to documents on the web, the DOIs are guaratesd noaver o
Chamegee.

Prools

Cing =27 of pege proofs (a5 POF fles) will be sent by e-mad to the comesponding suthor {if we do
not have an &-mall address then paper proofs il B sent by post) of, a link wil Be provided in
thee &-mall s that authors can dosnboed the flles themsehees. Elkevier no provides auihors with
FOF proofs which can be annotated; for this vou will need to download SAdobe Reader serskon 2 [ or
hiigher]) awallabe free from hop: /oot adobecom/reader. Instnacticns on hodw to annotaie POF fks
willl =cocompany the proofs (ks given cnline ). The exac sysbem reguinemants are Qiven ot the Adoba
shbow: hiip:fwees. adiobss oomy prod wcbsf readery e ch-specs. himil.

It yois dic not wish to ume the PDF annotations function, you may |GE the oormeciions {including
replies to the Queery Formn) and returm thesn o Elsevisr in an e-mall. Feass | vour conmscikores
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ANEXO B - CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA)

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %C EyA
i - —— UFRGS
UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL
CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projetd:

Numero: 28136

Titulo: 1 cce1TO DE DIFERENTES NIVEIS DE SUPLEMENTAGAO COM ACIDO FOLICO EM RATAS
PRENHES SOBRE PARAMETROS FUNCIONAIS, MORFOLOGICOS E BIOQUIMICOS NA
PROLE, SUBMETIDOS OU NAO A HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA NEONA

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

LENIR ORLANDI PEREIRA SILVA - coordenador desde 01/01/2015
SILVIA BARBOSA - Técnico de Laboratério desde 01/01/2015
Jaqueline Vieira Carletti - Aluno de Doutorado desde 01/01/2015
Bruna Ferrary Deniz - Aluno de Doutorado desde 01/01/2015
PATRICIA MAIDANA MIGUEL - Aluno de Doutorado desde 01/01/2015
IOHANNA DECKMANN - desde 01/01/2015

Comissio De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
23/02/2015 - Sala | do Gabinete do Reitor - Prédio da Reitoria - Campus do Centro - Porto
Alegre, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagao de 152 ratos Wistar(40
machos e 112 fémeas) e 672 filhotes, de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a
criagao e utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Segunda-Feira, 9 de Margo de 2015
&9 }1;\% > H{’)' J';

CRISTIANE MATTE
Vice Coordenador da comissao de ética




