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RESUMO

Estudos estdo sendo feitos para avaliar os efeitos dos acidos graxos essenciais dmega -
3 (»3) no Sistema Nervoso Central (SNC), ja que estes estdo envolvidos no desenvolvimento
e funcionamento adequado do cérebro. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia dos
acidos graxos ®3 na formagdo da memdria e nos niveis do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF) no hipocampo de ratos, por meio de um modelo de privacdo dietética de
acidos graxos o3 desde a gestacdo até a idade adulta. Ratas Wistar fémeas foram divididas em
dois grupos: dieta dmega-3 e dieta deficiente em 3 e receberam dietas isocaléricas. Apds o
desmame, os filhotes machos permaneceram com a mesma dieta materna até a idade adulta
(60 dias de vida), quando foram submetidos a andlise comportamental pela tarefa de
esquiva inibitoria para avaliar a formacéo da memoria aversiva. Doze horas apds o treino na
esquiva inibitéria, os animais foram sacrificados, o hipocampo foi dissecado, sendo utilizado
para avaliar: 1) perfil lipidico por cromatografia a gas; 2) e os niveis de BDNF por ensaio
Elisa. A dieta deficiente em éacidos graxos ®3, desde o periodo de desenvolvimento do SNC
durante a gestacdo até a vida adulta, levou a déficits na memoria aversiva de longa duragéo,
estando relacionada com a reducdo dos niveis de acido docosahexanoico (DHA®3), aumento
do &cido docosapentaenoico (DPA®6) e reducdo dos niveis de BDNF no hipocampo dos
ratos. Nossos resultados mostram a importancia dos acidos graxos ®3 na manutencdo dos
niveis adequados de DHA®3 e de BDNF no hipocampo, bem como seus efeitos na
persisténcia da memoria ap6s uma tarefa de memoria aversiva. Desta forma, podemos
concluir que os &cidos graxos 3 possuem um papel importante no processo de formacéo da
memoria, sendo necessarios mais estudos para identificar os mecanismos neuroquimicos e

bioquimicos envolvidos neste processo.

Palavras- Chaves: Omega-3, BDNF, Hipocampo, Memodria.



ABSTRACT

Studies are underway to evaluate the effects of essential fatty acids omega -3 (®3) in
the Central Nervous System (CNS), as they are involved in the development and proper
functioning of the brain. The aim of this study was to investigate the influence of 3 fatty
acids in memory formation and the levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the
hippocampus of rats, using a model of dietary 3 fatty acids deprivation from pregnancy to
adulthood. Female Wistar rats were divided into two groups: dietary omega-3 and deficient
diet ®3 and fed an isocaloric diet. After weaning, male offspring were kept with the same
maternal diet until adulthood (60 days old), when they were analyzed by inhibitory avoidance
task to assess the aversive memory formation. Twelve hours after the inhibitory avoidance
training, the animals were sacrificed, the hippocampus was dissected, being used to evaluate:
1) lipid profile by gas chromatography, 2) and BDNF levels by ELISA assay. A diet deficient
in ©3 fatty acids, since the period of CNS development during pregnancy to adulthood, led to
deficits in long-term aversive memory, being related to reduced levels of docosahexaenoic
acid (DHA ®3), increased docosapentaenoic acid (DPA ®6) and reduced levels of BDNF in
hippocampus of rats. Our results show the importance of 3 fatty acids in maintaining
adequate levels of DHA ®»3 and BDNF in the hippocampus, as well as its effects on the
persistence of memory after an aversive memory task. Although, we can conclude that 3
fatty acids play an important role in the process of memory formation. More studies are
necessary to identify the biochemical and neurochemical mechanisms involved in this

process.

Key words: Omega-3, BDNF, Hippocampus, Memory.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

Desde a década de 20 os &cidos graxos essenciais vém sendo estudados, devido a
constatacdo de que a deficiéncia dos mesmos pode causar alteragdes nos individuos, tornando-
os fundamentais para o funcionamento do organismo (BURR e BURR, 1929). Desde enté&o,
0s &cidos graxos dmega-6 (w6) vem sendo estudados, enquanto os acidos graxos dmega-3

(w3) comegaram a receber uma atencédo especial na década de 70.

Acidos graxos com duas ou mais ligagdes duplas em sua estrutura sio conhecidos
como &cidos graxos essenciais poliinsaturados. Seu nome leva em consideragdo o nimero de
carbonos e de insaturacBes da molécula e a posicéo da primeira ligacdo dupla em relagdo a
extremidade metil, considerado o carbono Omega (®). Os cidos graxos com ligagBes duplas
nos carbonos omega-6 (w6) e omega-3 (®3) sdo importantes para o0 bom funcionamento do
organismo e sdo considerados essenciais, pois ndo podem ser sintetizados endogenamente
pelo homem. Devido a isto, os &cidos linoleico (LA 18:2w6) e a-linolénico (ALA 18:3®3)
devem estar presentes na dieta para que possam ser utilizados pelos tecidos corporais, através
de enzimas especificas do figado e dos astrocitos que agem sobre eles, dando origem a &cidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFAS), compostos considerados fundamentais
no processo inflamatério e na defesa do organismo (MARSZALEK e LODISH, 2005) (Figura
1).

O é&cido graxo linoleico (LA 18:2 w6) é considerado nutriente essencial ha bastante
tempo (BURR e BURR, 1929; HANSEN et al., 1962), sendo encontrado em abundancia em
6leos vegetais e podendo dar origem ao acido araquiddnico (ARA 20:4w6). O ARA esta
presente nos fosfolipidios das membranas celulares e possui um papel importante no sistema
imunolégico, originando mediadores inflamatdrios como os eicosanoides (prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos). Sintomas como retardo de crescimento, lesdes de pele,
insuficiéncia reprodutora, esteatose hepética e polidipsia estdo relacionados a deficiéncia de
acido graxo linoleico (MARSZALEK e LODISH, 2005).
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Figura 1: Reacdes de dessaturacdo e alongamento dos acidos graxos essenciais
(MARSZALEK e LODISH, 2005).

O papel do é&cido graxo a-linolénico (ALA 18:3w3) foi evidenciado mais
recentemente, sendo encontrado em dleos vegetais como canola, linhaca e soja (HEIRD e
LAPILLONNE, 2005). Os é&cidos eicosapentaenoico (EPA 20:503) e docosaexaenoico
(DHA 22:6®3) derivam desse &cido graxo, e sdo encontrados nos dleos de peixes, como
salmdo, sardinha, atum, cavalinha, arenque (SIOEN et al., 2007; SIDHU, 2003) e anchoita
(MASSA et al., 2012). Eles também sdo componentes dos fosfolipidios de membrana e
possuem diversas fungdes no organismo. O EPA, assim como o ARA, também pode originar

eicosanoides, entretanto com uma acdo mais antiinflamatéria no nosso organismo
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(MARSZALEK e LODISH, 2005). J4 o DHA é amplamente encontrado nas membranas
celulares cerebrais e na retina, tendo uma fungdo importante nestes sistemas. Deficiéncias
visuais e problemas de aprendizado estdo relacionados a deficiéncia destes &cidos graxos
(HOLMAN et al., 1982).

Os &cidos graxos o6 e ®3, para dar origem aos seus respectivos PUFAs, disputam
pelas mesmas enzimas que os dessaturaram (dessaturases) e alongam (elongases) no figado.
Devido a isto, devem estar em equilibrio na nossa alimentacéo, sendo considerada ideal uma
relagdo 6: »3 de 5:1 para que se tenha um melhor aproveitamento de ambos pelo organismo
(MARSZALEK e LODISH, 2005; HEIRD e LAPILLONNE, 2005).

De acordo com as RecomendagBes Didrias de Ingestdo (Dietary Reference Intakes -
DRIs) arecomendagdo para acidos graxos 6mega-6 é de 17g/dia para homens e 12g/dia para
mulheres, enquanto a recomendacdo de &cidos graxos 6mega-3 é de 1,6g/dia para homens e
1,1g/dia para mulheres. Para a populacdo em geral, a Organiza¢do Mundial da Sa(de indica
como adequada a ingestdo de uma a duas porcles de peixes por semana ou a ingestdo de
fontes vegetais de ALA para atingir a recomendacéo de &cidos graxos émega-3 (WHO/FAO,
2003). Na&o existe, ainda, uma recomendagéo estabelecida pelas DRIs para EPA e DHA.
Pesquisadores recomendam a ingestdo total de EPA + DHA/dia em torno de 0,5g/dia a
1,8g/dia, sem especificar as quantidades ideais de consumo para cada tipo de acido graxo
Omega-3 (KRIS- ETHERTON et al., 2009). Esta recomendagéo pode passar a falsa ideia de
que tanto o EPA como o DHA possuem a mesma funcdo biolégica. Sendo assim, uma
recomendacdo de consumo especifica para cada tipo de &cido graxo 6mega-3 se torna

extremamente necessaria.

1.1.1 ACIDOS GRAXOS OMEGA-3 E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O 4cido docosaexaenoico (DHA 22:6w3) € o &cido graxo mais amplamente
encontrado no SNC, tanto na retina como no cérebro (MARSZALEK e LODISH, 2005). O
DHA, ap06s ser absorvido no intestino e chegar ao figado, chega ao cérebro ligado a albumina

pela corrente sanguinea, passando a barreira hemato-encefélica pela agdo de proteinas
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especificas de transporte (OWADA et al., 2006). Além disso, os astrocitos também possuem

as enzimas necessarias para sintetizar DHA (WILLIARD et al., 2001).

O DHA tem papel importante durante o desenvolvimento cerebral no periodo pré-
natal, participando ativamente da sinaptogénese (MARTIN e BAZAN, 1992). Este acido
graxo, durante a gestacdo, passa da mée para o feto através da barreira placentéria, e ap6s o
nascimento, € fornecido através do leite materno e alimentacdo que a crianga venha a receber.
O periodo de maior crescimento cerebral humano, que ocorre do terceiro trimestre de
gestacdo até o 18° més de vida, esta correlacionado com o aumento de DHA nos fosfolipidios
de membrana do cérebro (LAURITZEN et al., 2001). O DHA est4 presente nos fosfolipidios
de membrana sindptica, principalmente fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, e nos
plasmalogénios, compostos que possuem um papel importante na protecdo celular contra o
estresse oxidativo (ANDRE et al., 2005; FAROOQUI e HORROCKS, 2001). A quantidade
de DHA nos fosfolipidios de membrana chega a 50% do total de &cido graxos insaturados no
cérebro e retina de ratos adultos (GARCIA et al., 1998). Um fornecimento inadequado de
acidos graxos 3 no periodo pré e pos-natal leva a diminui¢do do contetdo de DHA nos
tecidos neurais e um aumento de &cido docosapentaenoico (DPA 22:5w6), levando a déficits
cognitivos e comportamentais em modelos animais (LIM et al., 2005; NIU et al., 2004). Ja o
suprimento de DHA através do leite materno tem mostrado um papel importante no

desenvolvimento mental em criangas (HIBBELN et al., 2007).

O DHA tem influéncia na atividade de varias proteinas de membrana (canais idnicos,
transportadores e enzimas) e vesiculas sindpticas, tendo um papel na modulagdo de varios
sistemas de neurotransmissores. Estudos mostram que a privacéo de acidos graxos 3 afeta 0s
sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e glutamatérgico (ZIMMER et al., 2000; DELION
et al., 1996; MOREIRA et al., 2010).

Em relacdo ao sistema glutamatérgico, foi demonstrado que a privagdo de &cidos
graxos Omega-3 afeta a liberacdo de glutamato, reduzindo esta liberagdo em animais
deficientes em DHA (MOREIRA et al., 2010). Além disso, a privacdo de &cidos graxos
Omega-3 durante o desenvolvimento resulta em diminuicdo acentuada das sinapses e redugao
das subunidades do receptor de glutamato no hipocampo de filhotes com 18 dias de idade com
disfuncdo concomitante da potenciagdo de longa duracdo, um mecanismo celular subjacente

ligado a aprendizagem e memoria (CAO et al., 2009).
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Estudo mostrou que a privacdo de 6mega-3 esté relacionada a déficits de memoria na
tarefa de esquiva inibitoria em ratos adultos (MOREIRA et al., 2010). Ja, um estudo em
humanos encontrou um declinio cognitivo mais lento em individuos adultos suplementados
com DHA, mostrando talvez que uma suplementacdo mesmo tardia possa ter efeito
importante na cognigdo (DANTHIIR et al., 2011).

Além do papel sobre a funcionalidade cerebral, os &cidos graxos 6mega-3 também
possuem um importante papel neuroprotetor em algumas doengas neurodegenerativas. Em
situacOes de dano neuronal e mediante ativagdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), este 4cido
graxo pode dar origem a um composto denominado Neuroprotectina D1 (NPD1), um
docosanoide que tem um papel neuroprotetor no SNC. A NPD1, ao interagir diretamente com
0 DNA, pode ativar cascatas de sinalizacéo celular anti-apoptéticas, prevenindo assim a morte
neuronal (STARK e BAZAN, 2011).

1.2 BASES MOLECULARES DA MEMORIA

A concepcdo de memoria existe desde o tempo de Aristoteles, mas somente nos
ultimos 50 anos os cientistas tém estudado a anatomia e as bases celulares ligadas ao processo
complexo de formagdo de memoria (SIEGEL et al., 2006). As bases neuronais da memoria
podem resultar de modificagOes sinapticas, que por sua vez levam a ativacdo da converséo da
atividade neuronal em segundos mensageiros intracelulares, causando alteracdes em proteinas
sindpticas ja existentes (BEAR et al., 2007). A memdria esta envolvida com as regides do
neocortex e estruturas do lobo médio temporal, especialmente o hipocampo. A estimulagéo
elétrica de alta frequéncia de uma via excitatdria no hipocampo produz um aumento de longa
duracdo no potencial excitatorio das sinapses estimuladas. Este efeito é conhecido como
potenciacdo de longa duragdo (do inglés long-term potentiation ou LTP) (LISMAN, 2002;
BEAR et al., 2007) e ela consiste de um aumento de respostas pos-sinapticas durante muitas
horas, dias ou semanas apds uma breve estimulacdo repetitiva de aferentes pré-sinapticos
(IZQUIERDO et al., 2008; BARNES et al., 1979).

Lesbes no lobo temporal, principalmente na regido do hipocampo, tém sido
relacionadas a dificuldades de aprendizado. Estudos clinicos antigos, juntamente com estudos

experimentais com animais, sugerem que a regido do hipocampo é crucial no processo de
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formacdo e consolidacdo da memodria de curta duragdo em memoria de longa duragdo
(HALGREN et al., 1978, BEKINSCHTEIN, 2010). Uma das regibes mais estudadas do
hipocampo é a regido CA1, considerada como uma das mais importantes para a formacéo de
memoria devido a uma sequéncia de eventos moleculares que ocorrem nesta regido (ZOLA-
MORGAN et al., 1986; IZQUIERDO et al., 2008).

Estudos mostram que o processo de memdria ocorre em pelo menos duas fases, sendo
uma independente de sintese de proteinas e MRNA (memoria de curta duragdo — 1h a 3h pés
evento) e uma dependente da sintese proteica e de mRNA, que dura Vérias horas a dias,
semanas ou mais (memdria de longa duragdo) (IZQUIERDO e MEDINA, 1997,
BEKINSCHTEIN et al., 2007).

A suplementacdo dietética de DHA facilita a plasticidade sinaptica na regido do
hipocampo apds um protocolo de LTP. O aumento da transmissdo sinaptica pode fornecer
uma correlacdo fisioldgica para a aprendizagem e melhora da memoria espacial observada
apods a suplementagcdo com DHA (CONNOR et al., 2012). Além disso, 0s acidos graxos 3
estdo envolvidos no metabolismo energético cerebral, melhorando a geracdo de ATP
mitocondrial na &rea CA1 do hipocampo, estando relacionados com a ativa¢do neuronal nesta
regido (HARBEBY et al., 2012).

Alguns estudos relacionam os &cidos graxos ®3, principalmente o DHA, com o
sistema glutamatérgico, estando este sistema relacionado a diversas atividades cerebrais,
como memoria, aprendizado, desenvolvimento e envelhecimento cerebral (IZQUIERDO et
al., 2006; TZINGOUNIS e WADICHE, 2007). A suplementacdo de DHA é capaz de reverter
a diminuicdo de subunidades de receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA que ocorre em
animais envelhecidos (DYALL et al., 2006). Estudos in vitro mostram que o DHA pode
regular o transporte de glutamato de maneira dose-dependente em situacdes de dano cerebral,
além de participar da modulagdo dos transportadores de glutamato (GRITAL et al., 2009;
MOREIRA et al.; 2010; BERRY et al., 2005). O aumento de DHA também se mostrou capaz
de restaurar a LTP em hipocampo de ratos envelhecidos, além de normalizar a liberagdo de

glutamato que estava reduzida nestes animais (MCGAHON et al., 1999).

1.2.1 BDNF E MEMORIA
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A formacgdo de memoria e LTP sdo dependentes da sintese do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), uma neurotrofina relacionada com a plasticidade sinéptica e
fundamental para o desenvolvimento cerebral, modulagdo das sinapses e arborizagdo
dendritica (BEKINSCHTEIN et al., 2008). O aprendizado e a memdria de longa duragéo
dependem da sintese de proteinas na regido CAl do hipocampo, como o aumento da
expressdo da neurotrofina BDNF (BEKINSCHTEIN et al., 2007; ROSSATO et al., 2007).

O BDNF, quando ativa seus receptores tirosina cinase B (TrkB), leva a ampliacdo da
sinalizacdo glutamatérgica por aumento da fosforilacdo dos receptores NMDA (subunidades
NR1 e NR2), contribuindo assim para a formacdo da memoéria (KAFITIZ et al., 1999). Além
disso, os receptores TrkB ativam a via da ERK, necessaria para a neuritogénese (SELCHER ,
2003, SHARMA et al., 2006, ALONSO , 2004).

O BDNF regula a sobrevivéncia e a diferenciacdo de populagbes especificas de
neurdnios no desenvolvimento e no cérebro adulto (POO, 2001; ALONSO et al., 2002). Ele €
importante para a neuritogénese como um todo, mas particularmente para a geracdo de
alteracbes morfoldgicas em sinapses da regido CAl que determinam manutengcdo em longo
prazo da LTP (SANTI et al., 2006, REX et al., 2007, LYNCH et al., 2007). E importante
ressaltar que a sinalizacdo da mTOR, estimulada por BDNF e ERKSs, € crucial para a LTP,
sugerindo que a sinalizacdo BDNF / TrkB no hipocampo desempenha um papel crucial na
aprendizagem e na memdria (TANG et al., 2002; YAMADA et al., 2003).

O efeito do BDNF sobre a plasticidade sindptica e mecanismos moleculares da
memoria envolve a ativacdo de vias de sinalizacdo celular, como a via das MAPK, PI3K e
mTOR, além de proteinas cinase citosélicas, como a proteina FYN (YAMADA et al., 2003;
SALTER e KALIA, 2004; TANG et al.,2002).

Dietas adequadas em &cidos graxos »3 promoveram a maturacdo de neurdnios e
neurogénese em ratos adultos e restauraram os niveis de BDNF no hipocampo de ratos em um
modelo de trauma cerebral (WU et al., 2008). Estudo mostra que a suplementacdo de &cidos
graxos 3 pode fornecer protecéo contra plasticidade reduzida e capacidade de aprendizagem
diminuida apds dano oxidativo, normalizando niveis de BDNF e modulando atividade da
proteina de ligagdo cAMP-elemento responsivo (CREB) (WU et al., 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de termos muitas evidéncias acerca do papel do BDNF sobre os processos de
formacdo da memdria, bem como possiveis vias de sinalizacdo envolvidas, é de grande
importancia entendermos de que maneira alguns componentes dietéticos, como os &cidos
graxos 6mega-3, podem influenciar os niveis de BDNF, bem como saber os efeitos da
ingestdo de ®3 na formacdo da memdria de curta e longa duracdo. Este conhecimento pode
ser util no futuro, tanto na prevengdo como no tratamento de doengas neurodegenerativas

onde a perda da memoria seja um fator relevante, como na doenca de Alzheimer.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia dos acidos graxos »3 na formagdo da memdria e nos niveis de
BDNF no hipocampo de ratos, por meio de um modelo de privacdo dietética de acidos graxos
»3 desde a gestacdo até a idade adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito da privacdo dietética de &cidos graxos »3 sobre a memoria

aversiva em ratos Wistar, utilizando a tarefa de esquiva inibitoria;

- Analisar a influéncia da privacéo dietética de acidos graxos o3 no perfil de acidos

graxos hipocampal por meio de cromatografia gasosa;

- Verificar a influéncia da privacdo dietética de &cidos graxos w3 sobre o contetido de
BDNF hipocampal, tanto no nivel basal como ap0és a tarefa de esquiva inibitdria por meio de
ensaio ELISA.
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Resumo

Os acidos graxos poliinsaturados ® 3 sdo de suma importdncia para o
desenvolvimento e a adequada funcdo cerebral. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia dos &cidos graxos » 3 na formacéo da memdria aversiva e os niveis de BDNF no
hipocampo. Ratas Wistar fémeas foram divididas em dois grupos: dieta Omega-
3 (o 3) ou dieta deficiente em @ 3 (D) e receberam dietas isocaléricas. Ap6s o desmame, 0s
filhotes machos foram mantidos com a mesma dieta materna até a idade adulta (60 dias de
vida), quando foram submetidos a analise comportamental pela tarefa de
esquiva inibitoria para avaliar a formago da memoria aversiva. Doze horas apés o treino na
esquiva inibitdria, os animais foram sacrificados, o hipocampo foi dissecado, sendo utilizado
para avaliar: 1) perfil lipidico por cromatografia a gas; 2) e os niveis de BDNF por ensaio
Elisa. O grupo D apresentou déficits de memdria, observando uma extingdo da memoria
persistente de longa duracdo (7 dias apds o treino), em conjunto com uma diminui¢do do
contetdo de DHA (22:6 ®3), dos niveis de BDNF e aumento dos niveis de DPA (22:5 ®6) no
hipocampo. Os resultados sugerem que 0s acidos graxos 3 sdo importantes na sintese de
BDNF, o que pode influenciar na persisténcia da memdria. Mais investigacdes precisam ser
realizadas para elucidar a influéncia dos acidos graxos ®3 na melhora da cogni¢do e funcéo

cerebral.

Palavras-chaves: Omega-3, BDNF, Hipocampo, Memoria.

Abstract

The ©3 polyunsaturated fatty acids are extremely important for proper brain function
and development. The aim of this study was to evaluate the influence of 3 fatty acids in
aversive memory formation and BDNF content in the hippocampus. Female Wistar rats were
divided into two groups: dietary omega-3 (o 3) or deficient diet » 3 (D) and fed an isocaloric
diet. After weaning, male litters were kept with the same maternal diet until adulthood (60
days after birth), when they were submitted to inhibitory avoidance task to evaluate aversive

memory formation. Twelve hours after training session, animals were sacrificed, the
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hippocampus was dissected and used to assess: 1) lipids profile by gas chromatography; 2)
and BDNF levels by ELISA assay. Group D presented memory deficits in persistence of
memory, seen in 7 days; they also presented a decreased in DHA (22:6 ®»3) content and in
BDNF levels in the hippocampus, with a concomitant increase in DPA (22:5 ®6). The results
suggest that »3 fatty acids are important to the synthesis of BDNF, which may influence the
persistence of memory. More investigations need to be performed to elucidate the influence

o 3 fatty acids in improving cognition and brain function.

Key words: Omega-3, BDNF, Hippocampus, Memory.

1. Introducéo

Os processos de formacéo da memoria podem ser divididos, de maneira simplista, em
duas fases: uma fase independente da sintese de proteina e mRNA que dura de 1-3h
(memoria de curto prazo) e uma fase dependente da sintese de proteina de mMRNA e que dura
de vérias horas a dias, semanas ou até mais (memoria de longo prazo) (lzquierdo e Medina
1997; McGaugh, 2000). Muitos eventos moleculares no hipocampo influenciam a formagéo
da memdria e sdo importantes na restauracdo da Potenciacdo de Longa Duracdo (LTP),
considerada um modelo das bases moleculares da memdria (Bekinschtein et al., 2007;
Bekinschtein et al., 2008; Lisman et al., 2002).

Estudos tém mostrado relagdo importante entre dieta com LC-PUFAs ®3, saude
cerebral e memoria, j& que os acidos graxos dmega-3 parecem ter um papel fundamental no
desenvolvimento cerebral (Moreira et al., 2010; Marszalec et al., 2005; Martin e Bazan,
1992). Entre os PUFAs ®3, o DHA (docosaexaenoico) € o &cido graxo mais abundante no
SNC e tem papel importante na funcéo cerebral, tanto durante o desenvolvimento cerebral no
periodo pré-natal como também no pods-natal, participando ativamente da sinaptogénese e

arborizacéo dendritica (Martin e Bazan, 1992).

O periodo de maior crescimento cerebral humano, que se estende do terceiro trimestre
de gestacdo até o 18° més de vida, estd correlacionado com o aumento de DHA nos
fosfolipidios de membrana do cérebro (Lauritzen et al., 2001). Um fornecimento inadequado

de &cidos graxos 3 no periodo pré e pos-natal leva a diminuicdo do conteido de DHA nos
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tecidos neurais, levando a déficits cognitivos e comportamentais em modelos animais, e o
suprimento de DHA através do leite materno tem mostrado melhora no desenvolvimento
mental em criancas (Hibbeln et al., 2007; Lim et al., 2005; Niu et al., 2004).

O DHA estd presente nos fosfolipidios de membrana sinaptica, principalmente
fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, e nos plasmalogénios, compostos que possuem um
papel importante na protecdo celular contra o estresse oxidativo (André et al., 2005; Farooqui
e Horrocks, 2001). A quantidade de DHA nos fosfolipidios de membrana chega a 50% do
total de &cido graxos insaturados no cérebro e retina de ratos adultos (Garcia et al., 1998).
Um fornecimento inadequado de &cidos graxos 3 no periodo pré e poés-natal leva a
diminuicdo do conteddo de DHA nos tecidos neurais e um aumento de A4cido
docosapentaenoico (DPA 22:5w6), levando a déficits cognitivos e comportamentais em
modelos animais (Lim et al, 2005; Niu et al, 2004).

A formacdo de memdria e LTP dependem da sintese do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), uma neurotrofina relacionada com a plasticidade sinaptica e fundamental
para o desenvolvimento cerebral, modulacdo das sinapses e arborizagdo dendritica
(Bekinschtein et al., 2008). O processo de aprendizado/ formacdo da memodria e sua
persisténcia/manutencdo dependem da sintese de proteinas na regido CAl do hipocampo,
como o aumento da expressdo da neurotrofina BDNF (Bekinschtein et al., 2007; Rossato et
al., 2009).

O BDNF, quando ativa seus receptores tirosina cinase B (TrkB), leva a ampliagdo da
sinalizacdo glutamatérgica por aumento da fosforilacdo dos receptores NMDA, contribuindo
assim para a formacdo da memdria (Kafitiz et al., 1999). O efeito do BDNF sobre a
plasticidade sindptica e mecanismos moleculares da memdria envolve a ativacdo de vias de
sinalizagdo celular, como a via das MAPK, PI3K, FYN e mTOR (Yamada et al., 2003; Salter
e Kalia, 2004; Tang et al. 2002).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da privacdo de
acidos graxos 3 desde a gestagdo até a idade adulta na memoria de longa duracdo em uma
tarefa de memoria aversiva, e avaliar o perfil lipidico hipocampal bem como os niveis de

BDNF no hipocampo dos ratos.
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2. Resultados

O perfil de &cidos graxos do hipocampo foi demonstrado na Tabela 1. Somente 0s
acidos graxos com teores maiores do que 0,5% foram considerados. O grupo deficiente em ®3
(D) teve uma diminuicdo de 24% no contetdo de DHA (22:6 ®3) (p <0,05) no hipocampo de
ratos adultos quando comparado ao grupo da dieta 6mega-3 (»3). Também foi observado um
aumento concomitante do &cido docosapentaenoico (DPA 22:5 ®6) no contetdo de &cidos

graxos do hipocampo dos animais do grupo D (p <0,05).

A tarefa de esquiva inibitoria utilizando um choque 0,7 mA de intensidade foi
realizada com o intuito de avaliar a persisténcia da memdria (Figura 1), bem como evitar
possiveis confusdes de interpretacdo, uma vez que ja foi demonstrado que com intensidades
de chogue menores, os animais submetidos a estas dietas tém um aprendizado diferente
(Moreira et al., 2010). A persisténcia da memoria (7 dias apés a sessdo de treino), observada
no grupo 3, foi abolida no grupo D (p <0,001, em comparagdo com grupo »3). Em relagéo
as sessOes de testes 1,5h e 24h apds treino houve diferenca significativa no tempo de laténcia

em relagdo ao treino em ambos 0s grupos, sem diferenca significativa entre eles.

O contetido de BDNF no hipocampo, medido 12h apds a sessdo de treino em animais
submetidos ao contexto sem choque nas patas, estava reduzido no grupo D quando
comparados com grupo 3 (Figura 2, p <0,05). Em relacdo aos animais que foram submetidos
ao contexto com o choque, o contedo BDNF permaneceu reduzido no grupo D quando
comparado ao grupo 3, mostrando que o contelldo de BDNF manteve 0 mesmo padrdo em

relacdo as dietas, independentemente do choque.

3. Discussao

No presente estudo, observou-se que a deficiéncia de &cidos graxos ®3 aboliu a
persisténcia de memoria (presente no grupo ®3), possivelmente relacionada com a diminuicéo
no conteudo de DHA e de BDNF no hipocampo, apontando para a relevancia de que uma

dieta com &cidos graxos 3 ajuda na plasticidade cerebral e na persisténcia da memoria.
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Estudos demonstraram que a reducéo de &cidos graxos ®3 na dieta alterou o perfil de
acidos graxos nas estruturas cerebrais, especialmente na regido do hipocampo, com uma
redugdo no DHA ®»3 e um aumento na DPA w6 nos fosfolipidios de membranas (Miyazawa et
al., 2010; Aid et al., 2003; Chung et al., 2008; Mathieu et al., 2008; Fedorova et al., 2009),
levando a déficits cognitivos e comportamentais em modelos animais (Lim et al., 2005; Niu et
al., 2004) e resultando em uma diminuicdo na formacéo da memoria e LTP (Moriguchi et al.,
2000; Garcia-Calatayud et al., 2005; Chung et al., 2008; Cao et al., 2009; Fedorova et al.,
2009). Em nosso estudo, observou-se que a abolicdo da persisténcia da memoria ap6s um
estimulo aversivo também foi associada com uma diminuicdo dos niveis de DHA ®3

hipocampal e aumento no teor de DPA ®6 nos animais deficientes em 3.

No presente estudo, foi mostrado que ambos os grupos apds um choque com
intensidade de 0,7 mA apresentaram desempenho semelhante em 1,5 h e 24 horas apés a
sessdo de treino, mas a persisténcia da memoria foi abolida no grupo D. Estudo anterior,
utilizando o mesmo protocolo dietético, porém com um choque mais fraco (0,4 mA), mostrou
que ratos deficientes em 3 também apresentam prejuizo na performance da tarefa de esquiva
inibitéria em comparacdo com 0 grupo ®3, tanto na memoria de curta duracdo quanto na

persisténcia da memaria (Moreira et al., 2010).

Em nosso estudo, observou-se também que o contetdo de BDNF do hipocampo foi
reduzido no grupo deficiente em ®3, independentemente da tarefa comportamental, o que
pode ter contribuido para a abolicdo da persisténcia da memoria encontrada no grupo D.
Outro estudo demonstrou que a sintese de BDNF no hipocampo de ratos é necessaria durante
a janela de tempo em torno de 12h apds o treinamento para que haja a persisténcia da
memoria (Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al., 2008). Pesquisas anteriores relataram
uma diminuicdo dos niveis de BDNF e de mRNA no estriado e no cortex frontal de animais
submetidos a uma dieta deficiente em 3 (Miyazawa et al., 2010; Rao et al., 2007). Bousquet
e colaboradores (2009) mostraram que o aumento da expressdo do mRNA da neurotrofina
BDNF e do seu receptor TrkB também foram associados ao efeito neuroprotetor dos &cidos

graxos o3 .

Dietas adequadas em &cidos graxos »3 promoveram a maturacdo de neurdnios e
neurogénese em ratos adultos e restauraram os niveis de BDNF no hipocampo de ratos em um

modelo de trauma cerebral (Wu et al., 2008). A suplementacgdo de 4cidos graxos m3 forneceu
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protecdo contra plasticidade reduzida e capacidade de aprendizagem diminuida ap6s dano
oxidativo, normalizando os niveis de BDNF e modulando atividade do fator de transcricéo
CREB (Wu et al., 2004). Isto também pode ter relacdo com os resultados encontrados no
presente estudo, jA que os niveis de BDNF ndo tiveram relagdo direta com a tarefa

comportamental, e sim com a dieta consumida.

4, Conclusdes

Os resultados mostraram que a deficiéncia de acidos graxos DHA ®3 causou alteracéo
no perfil lipidico e diminuicdo do conteido de BDNF do hipocampo dos ratos, sendo que
estas alteracOes podem estar relacionadas com déficits na persisténcia da memoria. Devido ao
complexo mecanismo envolvido no processo de formagdo da memoria, mais investigacoes
precisam ser realizadas para elucidar o papel dos &cidos graxos »3 neste processo, bem como

0s mecanismos bioquimicos e neuroquimicos envolvidos nesta regulagéo.

5. Procedimento Experimental

5.1 Animais

Duas semanas antes do periodo de acasalamento, para controlar os niveis de PUFASs
Omega-3 tanto no leite materno quanto na dieta apds o nascimento, ratas Wistar fémeas
fornecidas pelo biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul foram alojadas em ambiente com controle de temperatura (21-22°C), com ciclo
dia / noite de 12h, e comida e &gua ad libitum. As fémeas foram divididas em dois grupos:
dieta 6mega-3 (w3) ou dieta deficiente em 3 (D). As dietas foram preparadas em nosso

laboratorio e disponibilizadas aos animais diariamente.

Apobs o periodo de 2 semanas, ratos machos fornecidos pelo mesmo biotério foram
colocados junto as fémeas (duas fémeas e um macho por caixa) para o acasalamento. Quando

prenhas, as fémeas eram colocadas em uma caixa isolada e diariamente verificava-se 0
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nascimento dos filhotes. Na primeira semana de vida ap6s o nascimento, realizava-se a
padronizacdo das ninhadas (7 animais/ninhada), a fim de que se tivesse 0 mesmo numero de
filnotes. Este procedimento evita que se obtenha um desenvolvimento diferenciado de
algumas ninhadas e/ou filhotes em relacdo a outras (0s), bem como quantidades muito

discrepantes na ingestdo diéria de leite materno e w-3.

Apos 21 dias do nascimento, realizava-se o desmame, ou seja, a mae era retirada da
caixa juntamente com as fémeas da ninhada. Permaneciam apenas os filhotes machos, que
prosseguiram até a idade adulta com a mesma dieta materna. Quando necessario, 0s animais

eram sacrificados por decapitagéo.

Utilizaram-se 20 animais por grupo para a tarefa de esquiva inibitoria. Para a dosagem
do perfil lipidico foram utilizados 7 animais para 0 grupo ®-3 e 5 para o grupo D. Para a

dosagem de BDNF foram utilizados 8 animais para 0 grupo -3 e 7 para o grupo D.

O estudo foi realizado de acordo com a Lei N° 11.794, 08 de outubro de 2008, que
estabelece procedimentos para uso de animais (BRASIL, 2008) e todos os experimentos
foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFRGS sob o

protocolo numero: 20561.

5.2 Dietas

O modelo dietético utilizado foi previamente descrito em estudo feito anteriormente
por Moreira e colaboradores (2010) (Tabela 2). Os animais foram divididos em dois grupos
com dietas isocaldricas, contendo 8% de gordura no total, tendo como Unica diferenga entre
0s dois grupos a composicdo de &cidos graxos ®3 (Tabela 3). Manteve-se a composi¢éo
lipidica de acordo com os valores recomendados para ingestao diaria de acidos graxos w6 e
®3 de 5:1 (Simopoulos et al., 2000). Para alcancar esta recomendagéo, a dieta ®3 continha,
em sua composicdo, uma mistura de 6leo de peixe juntamente com dleo de soja. Para a dieta
deficiente em dmega-3, utilizou-se o 6leo de amendoim, cujo contetdo de &cidos graxos

praticamente ndo inclui dmega-3, somente os da série dmega-6.
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5.3 Dosagem do perfil lipidico hipocampal

Para dosagem do perfil de &cidos graxos do hipocampo, a gordura total foi extraida
utilizando-se cloroféormio e metanol (0,02% butil-hidroxi-tolueno), tal como descrito
anteriormente (Bligh e Dyer, 1959). A composi¢do de &cidos graxos foi determinada por
cromatografia em fase gasosa. A gordura foi saponificada de uma solucdo metanolica de
KOH e em seguida esterificada em solucéo metandlica de H2SO4 (Hartman e Lago 1973). Os
ésteres metilicos de &cidos graxos foram analisados usando um cromatdgrafo gasoso da marca
Agilent Technologies (HP 6890) equipado com uma coluna capilar DB-23 (50% cianopropil-
metilpolissiloxano, 60 mx 0,25 mm x 0,25 m) e detecgdo de ionizagdo por chama. Os &cidos

graxos foram expressos como percentagem do teor de acidos graxos totais.

5.4 Tarefa de Esquiva Inibitoria

A tarefa de esquiva inibitéria é amplamente utilizada para avaliar memoria apés
estimulo aversivo na regido do hipocampo em roedores (Izquierdo e Medina, 1997; Bevilaqua
et al., 2005; Bekinschtein et al., 2007; Rossato et al., 2009). Em ratos, a tarefa de esquiva
inibitéria desencadeia eventos bioquimicos no hipocampo, que sd0 necessarios para a

retencdo desta tarefa (Izquierdo e Medina, 1997).

Para a tarefa de esquiva inibitoria, os ratos foram colocados sobre uma plataforma de
5,0 cm de altura, 8,0 cm de largura localizada a esquerda de um aparelho de formacéo 50 x 25
x 25 cm, cujo chdo possui uma série de barras paralelas de bronze com espagamento de 1,0
cm uma da outra. Foi medido o tempo de laténcia que o animal levou para descer da
plataforma sobre as barras paralelas com as quatro patas. Na sessdo de treino, imediatamente
ap0ds pisar sobre as barras com as 4 patas, 0s animais receberam um choque com intensidade
de 0,7 mA e duragdo de 1000ms com o objetivo de induzir a persisténcia da memoria, que é
dependente da sintese de BDNF (Bekinschtein et al. 2007). Nas sessdes de testes, realizados
1,5 h (memoria de curto prazo), 24h (memodria de longo prazo) e 7 dias (persisténcia da

memdria) apos o treino, os procedimentos foram semelhantes, exceto que o choque nas patas
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foi omitido. Diferencgas significativas no tempo de laténcia do treino comparadas com as

sessoes de teste foram tomadas como uma medida da memoria.

5.5 Dosagens dos niveis de BDNF

Para a analise bioquimica, os animais de ambas as dietas foram sacrificados e 0
hipocampo foi dissecado tal como anteriormente descrito (Isosaka et al. 2008). O contetdo
de BDNF do hipocampo foi medido 12h ap6s os animais serem submetidos apenas ao
contexto (serem colocados no aparelho de esquiva inibitoria sem levar o choque) ou serem
submetidos & sessdo de treino com choque de intensidade 0,7 mA na tarefa de esquiva
inibitoria. Os hipocampos foram homogeneizados num tampéo de lise [Tris 10 mM-HCI (pH
7,4), 1% de Triton-X-100, SDS a 0,1, NaCl a 150 mM, EDTA 1 mM, cocktail de inibidores
de protease 1% (Sigma)] gx, e foram centrifugados a 10.000rpm/15 min. Os sobrenadantes

foram utilizados para anélise do conteido de BDNF.

Para a dosagem do BDNF por ensaio ELISA, utilizou-se o kit BDNF DuoSet (R&D
System, Inc, EUA), e as absorbancias foram lidas em um leitor de microplacas SpectraMax
M5 (Molecular Devices, EUA).

5.6 Analise Estatistica

Para a andlise do perfil lipidico do hipocampo, os resultados foram expressos como
media e desvio padrdo, e a andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student. Para a
analise do contetdo de BDNF, foi utilizada ANOVA de uma Via e teste de Tukey como post-
hoc. Para a tarefa de esquiva inibitoria, os resultados foram expressos como mediana *
intervalo interquartil e foi utilizado o teste de Wilcoxon para a analise dentro dos grupos e o
teste de Mann Whitney para andlise entre os grupos. Para significAncia estatistica, foi

considerado o valor de P <0,05. A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS 15.0.
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TABELAS

Tabela 1 — Perfil de Acidos Graxos Hipocampal (#)

Dieta @3 % Dieta D %
Saturados
C 14:0 0.45 0.39
C 16:0 27.29 26.39
C 18:0 19.46 18.02
C24:0 0.34 0.68
Monoinsaturados
C15:1 2.64 2.52
C16:1 o7 0.97 0.95
C 18:1 o7 2.89 2.80
C18:1 9 18.03 19.45
C20:1 9 0.91 1.25
Poliinsaturados
C22:6 ®3 11.02 8.41*
C 18:2 w6 2.78 2.38
C 20:4 06 9.39 9.15
C22:4 06 2.90 3.70
C 22:5 w6 0.16 1.70*
®6: ®3 14 2.14

# Valor médio dos &cidos graxos com conteldo de no minimo 0,5%.* p <0,001 comparando o

grupo o3 (n=7) como grupo D (n =5).
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Tabela 2 — Composicéo das dietas

Dieta ®3 (%) Dieta D (%)

Caseina® 22 22
Amido de milho” 42 42

D-L-Metionina” 0,16 0,16
Sacarose 21 21
Fibras 2 2
Sais Minerais 4 4
Vitaminas 1 1
Oleo de amendoim 0 8
Oleo de milho 7 0
Oleo de peixe 1 0

A composicéo de sais e vitaminas foi feita de acordo com Horwitz, 1980.

#Caseina: 87% de pureza (Herzog, Porto Alegre, Brasil)

b D-L-Metionina (Merk, Rio de Janeiro, Brasil)

¢ Sais minerais: mg/100g de dieta (Roche, Sdo Paulo, Brasil): NaCl, 557; KI, 3,2;,
KH,PO,4, 1556;, MgSO,, 229; CaCOs;, 1526; FeSO4-7H,0, 108; MnSQO4-H,0, 16; ZnSO4-
7H,0, 2,2; CuSo4-5H,0, 1,9; COCI-6H-0, 0,09.

¢ Vitaminas: mg/100g de dieta (Roche, S&o Paulo, Brasil): vitamina A (acetato de
retinil), 4; vitamina D (colecalciferol, 0,5; vitamina E (acetato de DL-a-tocoferol), 10;
menadiona, 0,5; piridoxina (hidrocloreto de piridoxina) 0,5; &cido félico, 0,2; biotina, 0,04;
vitamina B2, 0,003.

Fonte: Moreira et al., 2009.



Tabela 3 - Composicéo de acidos graxos dos lipidios das dietas?

Dieta w3 % Dieta D %
Saturados
C 16:0 10,9 111
C 180 2,0 2,4
C 20:0 0,5 1,3
C 220 0,1 2,9
C 240 0,0 15
Monoinsaturados
C16:1 0,2 0,2
C18:1 254 46,7
C20:1 0,0 1,6
Poliinsaturados
C 18:2 w6 56,6 32,0
C18:3 03 1,2 0,0
C 20:5 3" 2,2 0,0
C 22:6 ®3" 3,5 0,0

% de acordo com O’Brien, 2004.
® de acordo com o fabricante (Naturalis, Brasil).
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Inhibitory avoidance (0,7mA)
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Figura 1. A tarefa de esquiva inibitéria foi utilizada para avaliar formagdo da memoria de
curta e longa duracéo. A memdria foi avaliada 1,5 h, 24 h e 7 dias apds a sesséo de treino. m3
- dieta adequada em ®3; D - dieta deficiente em ®3. 3, n = 20; D, n = 20. Os resultados
foram expressos como mediana * intervalo interquartil, teste de Wilcoxon foi utilizado para
analise dentro dos grupos e Mann Whitney foi usado para a analise entre 0s grupos (* p
<0,05 em relagdo a respectiva sessdo de treino; # p <0,05 em relacdo ao respectivo grupo
®3).
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Figura 2. O contetdo de BNDF hipocampal encontrado em animais submetidos ao contexto
sem choque nas patas (basal) e 12 horas ap6s a sessdo de treino (12h de choque). ®3 - dieta
adequada em ®3; D - dieta deficiente em ®3. ®3, n = 8; D, n = 7. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo e os dados foram analisados por Two-way ANOVA e

Bonferroni como post-hoc foram utilizados (* p <0,05 em relagédo a ambos 0s grupos ®3).
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Abstract

The abstract should state briefly (in no more than 250 words) the purpose of the research, the principal results
and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand
alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first
mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that clearly represent
the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96
dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their
images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core
findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet
point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

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

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

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who
provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article,
etc.).
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Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other units
are mentioned, please give their equivalent in SI.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers oneclick access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research.

Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g.,
TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

Electronic artwork

General points

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

« Save text in illustrations as ‘graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

« Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

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

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as ‘graphics".

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please
supply ‘as is'.

Please do not:

« Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

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

Cover art: Illustrations to be considered for the cover should be related to the authors' submitted article and be
representative of their data, but need not necessarily be as they appear in the manuscript. Cover art should be
formatted to occupy an area of 18X21 cm and should be submitted in digital format (TIFF, Photoshop, JPEG or
Powerpoint) with a resolution of at least 300 dpi. Please also include a descriptive text with your cover art
submission. The files should be uploaded to a specified FTP site - please contact the Editorial Office at
bres@elsevier.com for instructions. For authors who wish to postal mail a CD with the cover art, please send it
to:

Brain Research Editorial Office, Elsevier, 525 B Street, Suite 1800, San Diego, CA 92101-4495, USA.

Please ensure that the manuscript reference number is included on all materials. Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption
should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the
table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Citation in text

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

Web references

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

References in a special issue

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

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

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

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

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically,
then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have
recently shown ...."

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

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun.
163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

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

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-
LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to
include these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to
the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should
be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or
animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please
supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for
both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
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Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, highresolution
images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide
the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions
please visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

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

Ensure that the following items are present:

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

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

 Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

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

« References are in the correct format for this journal

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

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing
purposes

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

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a
unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher upon the initial
electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information. Example of
a correctly given DOI (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do not have an e-
mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in the e-mail so that authors can
download the files themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this
you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from http://get.adobe.com/reader.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system
requirements are given at the Adobe site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the
Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, for
any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures.
Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission
from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and accurately — please let
us have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in
one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of
your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
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publication. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the
journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit this journal's
homepage. Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs,
will be provided by the publisher. You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You
can also check our Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.



